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““Un efecto extrafio que hace en ciertas tierras de Indias el aire o viento que corre es
marearse los hombres con él, no menos, sino mucho mas que en el mar. Algunos lo tienen
por fabula y otros dicen que es encarecimiento esto; yo diré lo que pasé por mi. Hay en
Per( una tierra altisima, que llaman Pariacaca; yo habia oido decir esta mudanza que
causaba e iba preparado lo mejor que pude, conforme a los documentos que dan alla los
que llaman baquianos o practicos. Y con todo mi preparacion, cuando subi las escaleras
que llaman, que es lo mas alto de aquella sierra, casi subito me dio una congoja tan
mortal que estuve con pensamientos de arrojarme de la cabalgadura en el suelo. Y
porque, aungue ibamos muchos, cada uno apresuraba el paso, sin aguardar compafiero,
para salir presto de aquel mal paraje, s6lo me hallé con un indio, al cual le rogué me
ayudase a tener la bestia. Y con esto, luego tantas arcadas y vomitos que pensé dar el
alma, porqgue tras la comida y flemas, colera y mas cdlera, una amarilla y otra verde,
Ilegué a echar sangre, de la violencia que el estdmago sentia. Finalmente digo que si
aquello durara, entendiera ser cierto el morir. Mas no dur6 sino obra de tres o cuatro
horas, hasta que bajamos bien abajo y llegamos a temple mas conveniente, donde todos
los comparieros, que serian catorce o quince, estaban muy fatigados; algunos caminando
pedian confesion, pensando realmente morir. Otros se apeaban y de vomitos y cAmaras
estaban perdidos. A algunos me dijeron que les habia sucedido acabar la vida de aquel
accidente. Otro vi yo que se echaba en el suelo y daba gritos del rabioso dolor que les
habia causado la pasada de Pariacaca. Pero lo ordinario es no hacer dafio de
importancia, sino aquel fastidio y disgusto penoso que da mientras dura”.

“Que la causa de esta destemplanza y alteracion tan extrafia sea el viento o aire que alli
reina, no hay duda ninguna, porque todo el remedio (y lo es muy grande) que hallan es
taparse cuanto pueden oidos y narices y boca, y abrigarse de ropa, especialmente el
estomago. Porque el aire es tan sutil y penetrativo que pasa las entrafias y no sélo los
hombres sienten aquella congoja, pero también las bestias, que a veces se encalman, de
suerte que no hay espuelas que basten a moverlas. Tengo para mi que aquel paraje es
uno de los lugares de la tierra que hay en el mundo mas altos, porque es cosa inmensa lo
que se sube; que, a mi parecer, los puertos nevados de Espafia y los Pirineos y los Alpes
de Italia son como casas ordinarias respecto de torres altas. Y asi me persuado que el
elemento del aire esta alli tan sutil y delicado, que no se proporciona a la respiracion
humana, que le requiere mas grueso y mas templado, y esa creo es la causa de alterar
tan fuertemente el estomago y descomponer todo el sujeto™.

JOSE DE ACOSTA. HISTORIA NATURAL Y MORAL DE LAS INDIAS. SEVILLA. 1590






El ambiente de alta montaia se caracteriza por un descenso en la presién parcial
de oxigeno, produciendo condiciones de hipoxia hipobarica en los organismos sometidos
a él, en los que puede generar déficits cognitivos y cambios en la cinematica de los
potenciales sindpticos generados en la via taldmico-cortical. Los déficits en aprendizaje y
memoria pueden ser mitigados, incluso prevenidos totalmente, a través de la
aclimatacién a altura simulada, y la consiguiente hipoxia hipobdrica, en condiciones
reales o simuladas. El objeto principal de esta Tesis Doctoral es estudiar la repercusidn
de esta aclimatacién sobre el rendimiento cognitivo en condiciones normales, y en
altitud. La aclimatacién a hipoxia hipobdrica en ratones puede producir mejores
rendimientos en pruebas comportamentales realizadas en condiciones normales de
presion, si son de una complejidad suficiente para que hagan esperar rendimientos
submaximos. Estos déficits y mejoras cognitivas estan muy ligados al sistema colinérgico,
en las mismas estructuras que sustentan al aprendizaje y la memoria. De esta manera, la
sintesis y la degradacién de la acetilcolina varian en funcion de una exposicién aguda, o
de una aclimatacién a las citadas condiciones, en estructuras que componen este
sistema, como son el septum medial, el hipocampo, u otras porciones de la corteza

cerebral.
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1.1. HIPOXIA HIPOBARICA

1.1.1. Fundamentos fisicoquimicos

La hipoxia hipobarica se entiende como la falta de oxigeno (hipoxia) a
consecuencia de unas condiciones de baja presién atmosférica (hipobaria). Estas
condiciones de hipoxia hipobarica se manifiestan de forma natural en zonas de alta
montaia, debido al descenso progresivo de presidon atmosférica que se experimenta
conforme aumenta la altitud. En este trabajo, los términos exposicidn a hipoxia
hipobarica o a altura simulada hacen referencia a las mismas circunstancias, y han sido

recreadas en el laboratorio.

La cantidad de moléculas de los gases de la atmdsfera disminuye, y con ello el
numero de moles, a medida que aumenta la altura. Este hecho explica la bajada de

presidon general de la atmdsfera, si se atiende a la Ley de gases ideales:

_nxRxT
=—
Donde P = presién
V =volumen
n =numero de moles
R = constante universal de los gases ideales

T = temperatura absoluta



Introduccion

Figura 1.1. Grafico de equivalencias de distintas unidades de presion en referencia a la altitud. Se
muestran distintos valores de altitud (en metros y pies) desde una altitud correspondiente al nivel del
mar, y de forma equivalente, sus respectivos valores de presion (en milimetros de mercurio -mm Hg- y en
milibares) partiendo de la representacion de la esfera de un vacuémetro. Autor: Lopez-Ramos J.C., 2008.

La presién parcial (P;) de un gas en una mezcla hace referencia a la presién que
ejerceria él solo manteniendo el mismo volumen de la mezcla. Todos los gases que
componen la atmésfera (N,, O, y Ar, principalmente) disminuyen sus presiones parciales
a medida que se asciende en altura, ya que la bajada general de presién en la atmdsfera

(P1), reduce las P; de todos sus gases, segun la Ley de Dalton:

Pi = Xi X PT
Donde P; = presidn parcial
X; = fraccion molar

Pr = presion total de la mezcla
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Las P; de los gases de la atmdsfera disminuyen proporcionalmente conforme a la
bajada de presién atmosférica, puesto que la composicidn de gases (o fraccion molar, X;)
se mantiene prdcticamente estable independientemente de la altura de la atmdsfera a

la que se mida (20,93% en el caso del O,).

1.1.2. Respuesta rapida del organismo a condiciones de hipoxia hipobarica

Con la bajada de presion parcial de oxigeno (PO,) en el ambiente asociada a la
altura, disminuye la presidon del oxigeno inspirado (PIO;) en los organismos, y por
consiguiente, en los alveolos (PAO;) y en las arterias (Pa0O,). Esto provoca una menor

disponibilidad de oxigeno en el organismo.

El indice de saturacion de oxigeno (Sa0;) describe el porcentaje de hemoglobina
unida a O, en sangre. Este indice se mantiene muy alto hasta un valor de PO,
considerable, equivalente a unos 5000 m de altura, pero a partir de tal altura empieza a
descender bruscamente. Este fendmeno se debe al aumento en los niveles de CO; en
sangre ante una menor disponibilidad de O, en altura. Bajo estas circunstancias, el pH
disminuye, y la afinidad de la hemoglobina por el O, se hace menor. De esta manera, la
escasez de oxigeno en ambientes de alta montafia, unido a la menor afinidad de la
hemoglobina con el O, en tales circunstancias, hacen descender bruscamente los niveles

de oxigeno en sangre.

Existen barorreceptores a nivel periférico, localizados en la carétida y el arco
adrtico, que miden los cambios en la presion arterial. La estimulacion de estas zonas
provoca incrementos en la actividad ventilatoria (respiratoria). La estimulacién en el
hipotdlamo caudal ademds provoca incrementos en la actividad simpatica, destacando
el aumento de la presidn sanguinea y de la tasa cardiaca (Horn y Waldrop, 1997).
Durante el desarrollo fetal, en cambio, la respuesta al estimulo hipdxico es la opuesta, y

consiste en una disminucion de la actividad respiratoria (Martin-Body y Johnston, 1988).

Existen ademds células que detectan los niveles de oxigeno en el organismo.
Estos quimiorreceptores monitorean los niveles de oxigeno en cada momento, y

mandan las 6rdenes necesarias para asegurar la homeostasis y supervivencia de todo el
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organismo. Participan tanto en la respuesta a una exposicion aguda como a una
exposicion prolongada a hipoxia hipobdrica (Bickler y cols., 2002). La zona donde se
localizan estas células se denomina centro respiratorio (Sun y Reis, 1994), y esta
compuesto por el puente, el grupo respiratorio dorsal, donde se halla el nucleo del
tracto solitario (Berquin y cols., 2000), y el grupo respiratorio ventral, en el que se
encuentra el complejo pre-Botzinger (Solomon y cols., 2000). El hipotdlamo caudal
coordina la actividad de este centro respiratorio para modular una respuesta

cardiorrespiratoria excitatoria a hipoxia (Horn y Waldrop, 1997).

Como respuesta a la pérdida de PO, en sangre (hipoxemia) se produce un
incremento inmediato en la respuesta ventilatoria. Este incremento en la respiracién se
produce de forma proporcional seglin el grado de hipoxemia detectado por los
guimiorreceptores. Denominado respuesta ventilatoria a hipoxia, este mecanismo es
responsable de la rapida caida del CO, en sangre, y el equivalente incremento de PAO,.
Este hecho desencadena una relativa alcalosis en el medio, que inhibe al centro
respiratorio medular. A pesar de las condiciones alcalinas en la sangre y el fluido
cerebroespinal, la ventilacidn continla aumentada durante una semana
aproximadamente. Esto se debe al incremento en la excrecidn renal de bicarbonato, que

produce un efecto compensatorio de acidosis (Gallagher y Hackett, 2004).

Aunque la respuesta ventilatoria a hipoxia se active, ésta no es suficiente para
contrarrestar la falta de biodisponibilidad del oxigeno, ya que los alvéolos pulmonares
no son capaces de transportar la misma cantidad de oxigeno a la sangre comparado con
una situacién de mayor presion. El tejido cerebral es el que presenta mayor sensibilidad
a la hipoxia, dado que necesita de unos requerimientos muy altos de oxigeno, de hasta
20 veces superiores a otros érganos (Ryn, 1988). De una u otra forma, todas las células
gue componen el sistema nervioso en el organismo se modifican y cambian la actividad
en respuesta a la falta de oxigeno. La mayoria de las neuronas reducen su demanda
metabdlica, y sus gradientes idnicos se modifican. La alta dependencia de oxigeno en el
cerebro, y la capacidad limitada de utilizar mecanismos alternativos como la
anaerobiosis, fuerzan a la mayoria de las células a reducir su actividad en el cerebro ante
un episodio de hipoxia. A pesar de ello, la sintesis de lactato por la activacién limitada

del metabolismo anaerdbico se incrementa en el cerebro (Ward y cols., 1989), incluso en



Introduccion

los momentos iniciales de la exposicién a hipoxia (Ward y Robertson, 1995), por lo que

se utiliza como bioindicador de las necesidades de oxigeno en el organismo.

1.1.3. Efectos de una exposicion aguda a hipoxia. Mal de altura

Una exposicidn aguda a hipoxia moderada, considerada en humanos en el rango
de los 3000 a 5000 metros de altitud, produce en pocas horas alteraciones sustanciales
en parametros fisiologicos y psicoldgicos (Banderet y cols., 1991). Se desencadenan
déficits de las funciones cognitivas tales como el tiempo de reaccion, la vigilancia, la
memoria y el razonamiento légico (Shukitt-Hale y cols., 1993). Estas funciones se ven
alteradas desde el comienzo de la exposicidon a hipoxia hipobdrica y, en general, al
conjunto de estos y otros sintomas se los agrupa en torno al concepto de enfermedad
de alta montaiia. Es un sindrome frecuente que ocurre debido a una exposicién rapida y

moderada a hipoxia hipobdrica (Hackett y Roach, 2001; Gallagher y Hackett, 2004).

Sobre este amplio término pueden establecerse diferenciaciones segun algunos
autores (Gallagher y Hackett, 2004). Por un lado, el mal agudo de montafia (del inglés
acute mountain sickness, AMS), hace referencia al conjunto de sintomas generales. El
edema cerebral de altitud (del inglés high-altitude cerebral edema, HACE), y el edema
pulmonar de altitud (del inglés high-altitude pulmonary edema, HAPE), en cambio,
aluden a sintomas especificos, que se producen en condiciones de hipoxia mas severas.
Otros autores utilizan de forma generalizada todos los sintomas bajo el nombre de mal
de altura (del inglés altitude illness, altitude sickness), incluyendo al edema cerebral y
pulmonar. Para el desarrollo del edema cerebral es necesaria la aparicidn previa del
edema pulmonar; ambos desencadenan los sintomas mas graves del mal de altura,

pudiendo llegarse a producir la muerte.

Aunque se sabe que la hipoxia es la causante del AMS, los mecanismos
fisiopatoldgicos que lo desencadenan son poco conocidos. No se han podido hallar las
diferencias individuales que provocan que unos seres humanos padezcan mas los
sintomas (dolor de cabeza, problemas gastrointestinales, fatiga, mareos, dificultad para

conciliar el sueno...) que otros. Por ejemplo, el indice metabdlico del oxigeno en el
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cerebro (CMRO,) se hace mas eficiente tras una exposicion durante dos dias a una altura
de 3800 m; no obstante, no se han encontrado diferencias entre los valores de CMRO,
de los individuos que sufren de manera mas severa los efectos del mal de altura, y los
qgue no. Tampoco se han hallado diferencias individuales en el flujo sanguineo del
cerebro, que aumenta en ambos grupos, ni en el contenido de oxigeno en arterias y
venas, que en todos los individuos disminuye (Smith y cols., 2012). Si se ha observado
que en aquellos individuos que tienen mayor respuesta ventilatoria se propicia el
proceso de aclimatacidn, mientras que en los que poseen menor respuesta, se

contribuye al desarrollo del mal de altura (Gallagher y Hackett, 2004).

En la busqueda de otras hipotéticas variaciones individuales en respuesta a la
hipoxia hipobdrica, se han agrupado a voluntarios en funcidon de la mejora fisica que
puedan manifestar tras una exposicién larga a alta montafa. La eritropoyetina (EPO) es
una hormona glucoproteica que se sintetiza fundamentalmente en los fibroblastos del
rifidn, y se encarga de regular la produccion de globulos rojos. Aquellos individuos que
mejoran fisicamente tienen incrementos significativos en la concentracién de esta
hormona en sangre a las 30 horas desde el comienzo de la exposicidn, lo que da idea del
mecanismo de aclimatacidn que empieza a emerger en el organismo, contrarrestando
los efectos adversos del AMS. El aumento en la concentraciéon de EPO en sangre permite
incrementar el volumen de gldbulos rojos, y oxigenar mas los tejidos, ante la escasez de
oxigeno en el ambiente. Después de 14 dias en altitud, los niveles de EPO siguen siendo
mayores, pero ya no de manera significativa, en los individuos que no tienen sus

capacidades fisicas mejoradas tras la exposicion (Chapman y cols., 1998).

Algunos autores relacionan la mejora del rendimiento en las actividades fisicas y
la mayor tolerancia subjetiva al esfuerzo que se dan durante el periodo de aclimatacion
(Meeuwsen y cols., 2001), con la eliminacidn de los efectos del mal de altura. El
rendimiento fisico submaximo (en referencia al nivel de esfuerzo planteado para una
tarea) mejora, facilitado por una menor demanda metabdlica (Latshang y cols., 2011) y
un aumento en la concentracion de EPO (Chapman y cols., 1998). El aumento de
glébulos rojos se traduce en una captacion de O, mas eficiente por parte del sistema
respiratorio. Es, por tanto, que el proceso de aclimatacion previene del mal agudo de

montafia (Hackett y Roach, 2001; Palmer, 2010). La mejora subjetiva que experimentan
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las personas en la realizacidon del ejercicio tras una aclimatacidon a altura (o hipoxia
hipobarica) también es consecuencia directa del mayor rendimiento en estos
parametros (Chapman vy cols., 1998; Katayama y cols., 1998; Hendriksen y Meeuwsen,

2003; Balsalobre-Fernandez y cols., 2013).

Existen numerosos estudios que evaluan de qué manera la hipoxia produce
diferentes tipos de déficits cognitivos. La memoria de corto plazo se ve comprometida 1
hora después de comenzar una exposicion moderada a 4400 m de altura simulada
(Shukitt-Hale y cols., 1996). Este tipo de memoria también se ve afectada bajo hipoxia en
experimentos de condicionamiento operante en insectos, como en el caso de Drosophila
(Xia y cols., 1999). Algunos estudios muestran también que la falta de oxigeno interfiere
de manera directa en la consolidacién de la memoria a largo plazo (Hayes, 1953;
Thompson, 1957), entre ellas en el condicionamiento operante con refuerzo negativo en

ratas (Giurgeay cols., 1971).

En la literatura se pueden establecer varias clasificaciones segin como se trate el
tema de la hipoxia hipobarica. Algunos estudios diferencian en funcién de los efectos
producidos por una exposicidn severa a hipoxia, con consecuencias mas graves para el
funcionamiento del organismo. Otros estudios describen los efectos provocados por la
hipoxia in situ, esto es, los efectos inmediatos durante la exposicién, mientras otros se
centran en los efectos post-exposicion. Dentro de esta clasificacién, también se puede
encontrar diversa bibiliografia en cuanto a estudios centrados en organismos
aclimatados o expuestos de manera aguda, tanto durante la exposicidon, como en los

efectos posteriores medidos a presion normal (760 mmHg).

1.1.3.1. Efectos de una exposicidn severa a hipoxia hipobarica

Una exposicion aguda a valores muy bajos de presion parcial de oxigeno,
equivalentes a altitudes superiores a 5000 metros (simulados o no), puede producir
déficits cognitivos de larga duracion. Durante el condicionamiento de evitacidn pasiva se
reflejan parte de estos déficits (Vataeva y cols., 2004). Se ha demostrado cémo la

memoria y el aprendizaje espacial también se ven afectados por la reduccion severa del
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oxigeno disponible (Van Liere y Stickney, 1963). El trabajo de Shukitt-Hale y cols. (1994)
también aporté pistas sobre ello, al establecer diferentes grupos expuestos a distintas
intensidades o alturas (nivel del mar, 5500 m, 5950 m, 6400 m), y con distinta duracién
(2 6 6 horas de exposicion). A 5500 m de altura simulada no se experimentaban efectos
apreciables sobre el aprendizaje y memoria espacial; en cambio, a 5950 y 6400 m de
altura simulada, si se provocaron efectos adversos, mas notables cuanto mas

prolongada fue la exposicion (6 horas frente a 2 horas).

Otro estudio que prueba la relacion de dependencia entre intensidad de la
exposiciéon a hipoxia hipobarica y los efectos cognitivos que provoca durante este
periodo, fue el realizado por Shukitt-Hale (1998) en humanos. En este trabajo no hubo
aclimatacidn, puesto que la exposicion a hipoxia fue minima: se realizé hasta tres veces
durante 4,5 horas. Las pruebas tuvieron lugar durante una exposicion a 500 m, 4200 my
4700 m. La exposiciéon a altura aumenté la ansiedad, la depresion, la hostilidad, el
enfado, la fatiga, el mareo, la confusién y el suefio, y redujo el vigor y la claridad de
ideas, entre otras. Todos estos sintomas empeoraron durante una exposicion a 4700 m;
en cambio, a 4200 m sdlo algunos de los citados sintomas afectaron significativamente
(mareo, confusidn y suefio). Fueron necesarias pocas horas para que estos sintomas se
manifestaran a distintas alturas simuladas; y la severidad de la afeccién fue mucho

mayor a 4700 m que a 4200 m de altura simulada.

Algunos estudios se han encargado de probar los efectos sobre el aprendizaje y la
memoria en laberintos tras una exposicion a gran altura. Bunch en 1952 analizé la
memoria espacial de ratas, tras una exposicion a 9100 m de altura simulada (antes o
después de nacer), comprobando como interferia significativamente a posteriori. Un
estudio paralelo describid el empeoramiento en ratas durante la ejecucién de un
paradigma de laberinto en T, tras una exposicion de 9100m de altura simulada (Hurder,
1951). La memoria visual y verbal a largo plazo también se vieron afectadas durante 30
dias en el rango de los 5488-8488 m de altura simulada (Hornbein y cols., 1989) en un

experimento llevado a cabo en humanos.

Otros estudios muestran como las ratas sobreviven a episodios de hipoxia severa

(unos 10000 m de altura simulada, durante 3 horas), aunque acaban desarrollando dafio
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en las neuronas de la corteza e hipocampo (Rybnikova y cols., 2005; 2006). Las neuronas
afectadas tras un episodio de hipoxia muestran incrementos en la mayoria de genes de
expresion temprana y alteraciéon en los factores de transcripciéon (Samoilov y cols., 2001;

Rybnikova y cols., 2004).

1.1.3.2. Efectos in situ de una exposicion a hipoxia hipobarica

En general, son menos numerosos los estudios que se centran en analizar los
efectos durante la exposicion a altura. Vacher y Miller (1968) ya comprobaron la
afeccién del aprendizaje bajo estas circunstancias (a 10000 m de altura simulada) en
ratas no aclimatadas, en un paradigma de laberinto en agua, y comprobaron como todos
los parametros estudiados (numero de intentos y errores para realizar
satisfactoriamente la prueba, y tiempo de ejecucién) se veian alterados durante la

exposicién.

Al estudiar la memoria espacial en estas condiciones, se recurre frecuentemente
al laberinto de Morris (Morris, 1981). Este es un paradigma en el cual se sumerge al
roedor en un punto fijo dentro de una piscina cominmente circular llena de agua opaca.
La piscina contiene una pequeiia plataforma sumergida a escasos milimetros de la
superficie del agua, la cual el animal debe encontrar para salir del agua, y ponerse a
salvo. Se proporcionan marcas visuales facilitar la orientaciéon, y se miden parametros
como el tiempo que tarda en encontrar la plataforma (latencia de escape), asi como los
sucesivos intentos posteriores para encontrarla, que son indicativos de memoria

espacial.

En un experimento con ratas, éstas se sometieron al laberinto de Morris a
distintas alturas simuladas (nivel del mar, 5500 m, 5950 m, 6400 m) durante periodos
cortos. Se observé cdmo aumentaban el tiempo de latencia y la distancia recorrida hasta
dar con la plataforma, y disminuian la velocidad, en funcién del aumento de altura
simulada a las que se exponia durante la prueba (Shukitt-Hale y cols., 1994). Al dia
siguiente de la exposicidn, los déficits observados en estos parametros seguian patentes,

incluso disminuyé la velocidad de escape en estos animales.
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1.1.3.3. Efectos post-expositivos a hipoxia

En cuanto a los efectos post-exposicién en organismos no aclimatados, existe
cierta controversia. Ratas jovenes fueron expuestas durante un corto periodo de tiempo
(60 min) a hipoxia hipobarica severa (7000 m). Después fueron evaluadas en el laberinto
de Morris, y los resultados reportaron menores tiempos para la latencia de escape y una
mayor eficiencia (o éxito) en la busqueda de la plataforma, con respecto a las ratas no
expuestas a esas condiciones de hipoxia. Una vez ambos grupos aprendieron con
efectividad la tarea, las ratas que no fueron previamente expuestas a la hipoxia, lo
hicieron en las mismas condiciones que las primeras. En este caso, no hubo mejora
significativa en los patrones estudiados para estas ratas. Estos resultados indicaron que
una exposicion breve a hipoxia hipobdrica severa aumenta la orientacion espacial de

ratas (Wittner y Riha, 2003).

1.1.4. Efectos crdénicos de exposicion a hipoxia a hipobarica. Proceso de

aclimatacion

Una exposicion prolongada en el tiempo a condiciones ambientales de baja
disponibilidad de oxigeno, debido a la presién, favorece el proceso de aclimatacién en
los organismos (Gallagher y Hackett, 2004). De esta forma, todos los sintomas descritos
en las funciones congnitivas bajo episodios agudos se pueden reducir o eliminar por
completo en el proceso. La mejora de los parametros cognitivos dependen de las
caracteristicas en las que el proceso de aclimatacién se lleva a cabo (intensidad y
duracion de la exposicion a hipoxia hipobarica, principalmente). Por ejemplo, la afeccidn
del aprendizaje en humanos se manifiesta hasta los 75 dias tras el comienzo de una

exposicién a 4000 — 5000 m de altura simulada (Cavaletti y cols., 1990).

Los efectos que provoca esta aclimatacién a altura (o hipoxia hipobarica), a nivel
molecular, celular y fisiolégico son muy variados, y condicionan los efectos que puedan
provocar exposiciones posteriores a hipoxia hipobarica. La aclimatacién implica un
aumento en los niveles de GMP ciclico (cGMP). Este incremento estd directamente

relacionado con la mejora en la capacidad de aprendizaje (Boess y cols., 2004). El cGMP
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regula ademas la sintesis de la proteina Fos (Pilz y Broderick, 2005), implicada también

en procesos de aprendizaje (Carrive y cols., 1997).

Por otra parte, el proceso de aclimataciéon también lleva consigo el descenso del
plasma sanguineo, y el aumento en los niveles de EPO vy eritrocitos (Heinicke y cols.,
2003). La EPO, ademads, induce aumentos en la concentracidn de K*, que puede facilitar
la liberacion de acetilcolina en las neuronas (Yamamoto y cols., 2000); la liberacién de
este neurotransmisor también estd implicada en procesos de aprendizaje, como mas

adelante se menciona.

Se ha demostrado una afeccién del aprendizaje durante condiciones de hipoxia
(10000 m de altura simulada), en ratas previamente aclimatadas. Las ratas aclimatadas
realizaron mejor la tarea (segun los distintos indices evaluados) en un tipo de laberinto
de agua, respecto a las que no llevaron consigo el proceso de aclimatacidn a altura
(Vacher y Miller, 1968). También se han descrito incrementos en la expresiéon de
factores de transcripcion, que se activan por la expresién de ciertos genes (Rybnikova y
cols., 2004, 2008; Lépez-Ramos y cols., 2007), péptidos antioxidantes (Stroev y Samoilov,
2006) y factores contra la apoptosis (Samoilov y cols., 2005) durante el proceso. La
aclimatacién a altura, ademads, previene del empeoramiento experimentado en ratones
expuestos a hipoxia hipobarica aguda en el paradigma de condicionamiento clasico

(Lopez-Ramos y cols., 2007).

Los cambios que se producen en un organismo aclimatado a altura cuando se
somete a un posterior episodio de hipoxia tienen un interés crucial en investigacién y
biomedicina aplicada, ya que, como se ha comprobado, mitigan los efectos
caracteristicos del AMS. El proceso de aclimatacidn proporciona proteccion frente a
exposiciones posteriores a unas condiciones de hipoxia mas severas (Samoilov y cols.,
2001; Vataeva y cols., 2004; Rybnikova y cols., 2005), en referencia al dafio funcional
gue pueden sufrir las neuronas. Para una adecuada proteccién frente a la hipoxia
severa, se ha estimado el tiempo necesario que debe permanecer un organismo en
condiciones moderadas de hipoxia para su aclimatacién. Este periodo debe ser mayor de
24 horas para reducir al maximo los efectos adversos posteriores que pueda provocar la

hipoxia severa (Barone y cols., 1998).
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Durante este periodo tiene lugar la expresidon de genes y sintesis de proteinas de
novo, que intervienen en dicha proteccion. Un papel importante lo ostenta la
superfamilia de genes de expresidon temprana, cuyos productos proteicos son, por lo
general, factores de transcripcion que regulan la expresién de otros genes de expresion

tardia.

El gen de expresion temprana NGFI-A, que codifica al factor de crecimiento
nervioso, produce un aumento significativo en su expresion desde las 24 horas del
comienzo de una exposicién moderada a hipoxia en ratas, y es critico en la sefializacién
celular para la activacién de otros genes (Milbrandt, 1987). En cambio, el pico de mayor
expresion en este gen durante una exposicion severa a hipoxia (de unos 10000 m) se
produce mucho antes y, pocas horas después, este incremento en la expresion se disipa
(Rybnikova y cols., 2002). El incremento a largo plazo producido en la expresiéon durante
la exposicion moderada a hipoxia se halla en corteza piriforme, amigdala e hipocampo.
NGFI-A parece ser clave en la respuesta frente a hipoxia (Walton y cols., 2009) y se
considera que esta implicado en ciertos tipos de aprendizaje y memoria, en plasticidad
sindptica, en el control de la proliferacidon celular y en la muerte celular programada
(Tischmeyer y Grimm, 1999). Es muy probable que la débil expresidon de este gen tras
una exposicién severa a hipoxia esté detras del empeoramiento experimentado en
aprendizaje y memoria. La aclimatacion moderada a altura previene del deterioro
experimentado en la adquisicién y retencidon de las respuestas ante el paradigma de
evitacion pasiva, y se relaciona con el cambio de patrén en la expresién del gen NGFI-A

en ratas (Rybnikova y cols., 2005).

Por otro lado, la proteina Fos es resultante del gen de expresidon temprana c-fos,
y ante un episodio de hipoxia hipobarica se puede hallar en distintas partes del cerebro;
aquellas donde se expresa son indicativas de una activacidon neuronal durante la hipoxia
(Erickson y Millhorn, 1991; Larnicol y cols., 1994; Berquin y cols., 2000; Neubauer vy
Sunderram, 2004). Durante una exposicion aguda a hipoxia se obtiene una alta
expresion de Fos en el nucleo del tracto solitario, corteza piriforme e hipocampo, entre
otros (Lépez-Ramos y cols., 2007). Fos, ademas, puede expresarse durante un proceso

de aprendizaje en el animal, aunque la interaccién entre este proceso y la exposicion a
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hipoxia hipobarica no ha sido estudiada. En cualquier caso, los mecanismos celulares

involucrados en ambos procesos son similares.

Los efectos que provocan unas condiciones de hipoxia a 6100 m de altura
simulada, a las 3,7, 14 y 21 semanas, han sido evaluados en ratas. Los resultados son
distintos dependiendo de la duracién de la exposicidén a la que se someten éstas. Hasta
los 14-21 dias se experimenta un empeoramiento en todos los parametros evaluados: la
memoria espacial es significativamente afectada, se observa un incremento en
marcadores de estrés oxidativo como peroxidacion lipidica y radicales libres, y un
descenso en los niveles de antioxidantes tales como GSH, GSSG y GR. También se
observan células picndticas (en las que la cromatina se encuentra muy condensada,
sintoma asociado a estados patoldgicos), neurodegeneracion, fragmentacion de ADN vy
apoptosis, en corteza, hipocampo y estriado. A partir del dia 21 del proceso de
aclimataciéon los efectos adversos empiezan revertir. Mejora la memoria espacial,
acompafiada de un aumento de la actividad antioxidante en general; no obstante, la
presencia de radicales libres prosigue incrementada. También mejora la arborizacion

dendritica en CA3 y corteza (Maiti y cols., 2008).

En los ultimos afios, algunos estudios han concluido que el estrés oxidativo es
uno de los causantes de la degeneracidon y la muerte celular que caracterizan a las
condiciones de hipoxia (Kumura y cols., 1996; Magalhaes y cols., 2005). La acumulacién
de radicales libres y el incremento de lactato podrian estar implicados en este proceso
(Behar y cols., 1983; Ward y Robertson, 1995). El dafio celular estd intimamente
relacionado con el metabolismo oxidativo en la mitocondria: ésta sufre una
vacuolizacidn y alteracion de la membrana interna, con posterior fragmentacién de ésta,
lo que provoca una fuerte alteracidn en la homeostasis celular que repercute en la
sintesis de proteinas. El dafio fosfolipidico en las membranas provoca cambios en la
permeabilidad de éstas, alterando el balance electrolitico en las neuronas. Este Gltimo
hecho afecta a los mecanismos de despolarizacion e hiperpolarizacion, ralentizando la

transmisién sindptica, entre otros (Bogolepov, 1983; Dickinson 1983).

Estudios de imagen de resonancia magnética han revelado una pérdida

significativa de materia gris y atrofia en corteza, hipocampo, estriado, coliculo superiory
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cuerpos geniculados laterales (Gibson, 1985; Ward y Robertson, 1995; Shukitt-Hale

1996; Maiti y cols., 2008), que caracterizan al dafio neuronal ocasionado por la hipoxia.

Una exposicién aguda y severa a hipoxia favorece la necrosis celular, mientras
que una exposicién crénica puede favorecer la muerte por apoptosis (Choi, 1996). Esta
ultima se caracteriza en hipoxia por la condensacién de la cromatina y fragmentacién de
ADN, ademas de pequefias burbujas en la membrana y presencia de cuerpos
apoptoéticos. La necrosis, en cambio, estd caracterizada por la dilatacién de reticulo
endoplasmatico, disgregacion de polirribosomas y desequilibrio electrolitico en
dendritas (Wyllie y cols., 1980; Moller y cols., 2001). Estas alteraciones son reversibles y
se desarrollan en los primeros minutos de hipoxia (segun la intensidad del episodio).
Mads tarde, se puede producir cristolisis (rotura de crestas mitocondriales) y aparecer
floculaciones (proteinas desnaturalizadas) de la matriz de las mitocondrias, que indican

aparentemente lesién irreversible de la célula en necrosis.

La exposicion a hipoxia hipobdrica parece producir diferentes efectos en funcién
del sexo del animal (Sanfilippo-Cohn y cols., 2006). No obstante, la literatura que incide
en una distincidn entre sexos es escasa, al centrarse en los efectos producidos en el
género masculino particularmente. No obstante, se ha comprobado como una
aclimatacién prolongada (2 meses) a 5000 m de altura simulada provoca mayor rapidez
en la formacion del reflejo de condicionamiento aversivo, y un mayor tiempo necesario
para la extincién de la conducta (preservacion) en ratas adultas macho; no asi en

hembras, que no experimentaron cambios (Meerson y Radzievskii, 1976).

En general, la sintesis de algunos neurotransmisores, como la dopamina o
serotonina, no se ve tan afectada por la hipoxia. Los niveles de ATP, ADP y AMP
permanecen casi invariables incluso bajo condiciones de hipoxia severa (Ward vy
Robertson, 1995). Tampoco la sintesis de aminoacidos (Freeman y cols., 1986). Sin
embargo, se ha observado que las reacciones de hidroxilacion de ciertos aminoacidos
como el triptéfano y la tirosina, esenciales para la sintesis de dopamina y serotonina,
son muy sensibles a las bajas concentraciones de oxigeno (Davis y Carlsson, 1973, Davis

y cols., 1973). La respuesta a hipoxia hipobarica si produce una alteracidon importante en
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el sistema colinérgico del organismo (Gibson y Duffy, 1981; Chleide e Ishikawa, 1990;

Muthuraju y cols., 2009, 2010, 2011), como mas adelante se detalla.

1.1.4.1. Efectos de una exposicidn intermitente

Un estudio en el que se evalud el aprendizaje y la memoria espacial en ratones,
tras una exposicion intermitente de 4 horas diarias a hipoxia hipobarica a 2000 é 5000
m, y durante 1, 2, 3 6 4 semanas desde el nacimiento de los individuos (Zhang y cols.,
2005), midid el tiempo de latencia de escape con el paradigma del laberinto de Morris,
los errores cometidos en el laberinto de 8 brazos, la densidad de sinapsis y niveles de p-
CREB en el hipocampo, y las consecuencias de inducir potenciacion a largo plazo (en
inglés, long-term potentiation, LTP) in vitro, en la via CA3-CA1 a través de las colaterales
de Schaffer. La presencia de p-CREB es indicativa de cambios en los patrones de
transcripcién en las neuronas, y la LTP en CA3-CA1 marca la posibilidad de que esta via
sea utilizada en procesos de aprendizaje. Los resultados indicaron que los ratones
expuestos a hipoxia intermitente durante 3 y 4 semanas y 2000 m de altura simulada
redujeron significativamente los tiempos de latencia y los errores en el laberinto de
Morris y el laberinto de 8 brazos, respectivamente, con respecto a ratones control. Esta
mejora siguid siendo significativa semanas después en el caso de los ratones con un
periodo mas largo de aclimatacién (4 semanas). Los ratones expuestos a hipoxia
intermitente durante 4 semanas a 2000 m y 5000 m de altura simulada, ademas,
incrementaron los valores de amplitud de los potenciales postsindpticos excitatorios
inducidos durante la LTP, el nimero de sinapsis, y los niveles de p-CREB en el

hipocampo, con respecto a los ratones control.

De esta forma, una exposicidn a hipoxia hipobarica intermitente durante varias
semanas en ratones postnatales favorece el aprendizaje y memoria espacial, y estd
relacionada con aumentos en los niveles de proteinas de transcripcién, nimero de
sinapsis y aumento de la LTP en hipocampo. Paralelamente, una exposicién a hipoxia
continuada (o ininterrumpida a lo largo del tiempo) también puede tener efectos
beneficiosos en cuanto al aprendizaje y la memoria, tal como se describe en apartados

anteriores.
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1.1.4.2. Efectos segun etapa del desarrollo

La exposicion a hipoxia hipobdrica produce diferentes efectos en funcién de la
etapa de desarrollo o estado de madurez en la que ocurre. Durante el desarrollo fetal la
respuesta al estimulo hipdxico consiste en disminuir la actividad respiratoria, al
contrario de lo que ocurre en adultos, ya que lo opuesto puede ser contraproducente
para el feto (Martin-Body y Johnston, 1988). Esta respuesta diferente también se puede

producir en el adulto (Neubauer y cols., 1990; Bissonnette, 2000).

Un estudio en ratas jovenes y adultas ha permitido conocer la importancia del
estado de madurez del sistema nervioso en el aprendizaje operante bajo condiciones de
hipoxia (Janicke y Schulze, 1987). La eficencia del aprendizaje en estas condiciones
depende de la edad de las ratas (cuanto mas jovenes, mas rdpido se produce el
aprendizaje) en un paradigma de razon fija 10 y en otro aleatorio de condicionamiento
operante (mas adelante se detallan ambos paradigmas). Cuando se aumenta la
complejidad de la tarea (programa aleatorio), las ratas jévenes aprenden la tarea mas
rdpidamente en condiciones de hipoxia, mientras que en ratas de 20 meses el

aprendizaje es mas rapido en condiciones normales de oxigeno (Janicke y Schulze, 1987).

Se ha observado una disminucién en la concentracion de ADN y en el nimero de
células en la corteza cerebral e hipocampo en ratas nacidas y criadas a 3800 m de altura.
En contraste, durante la aclimatacién de ratas adultas se produce una mayor activacion
de ARN vy sintesis de proteinas en neuronas y glia de la corteza (Meerson y cols., 1969,
1973), acompaiiada de una mas rapida transicidon de la memoria de corto plazo a largo
plazo (Meerson y cols.,, 1972). Algunos autores consideran que una exposicidn
intermitente y gradual hasta mayores niveles de hipoxia hipobarica, en etapas
tempranas de la ontogenia del animal (cuyo cerebro es particularmente sensible a la
falta de oxigeno), puede favorecer a posteriori una rapida adquisicién del reflejo

condicionado de evitacion (Meerson y Radzievskii, 1976).

1.1.4.3. Efectos en los canales idnicos

Muchos de los efectos neurofisioldégicos de una exposicion a hipoxia hipobdrica

tienen su origen en cambios en la funcion de canales idnicos (Lépez-Barneo y cols., 2001;
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Neubauer, 2001). Son varios los canales iénicos modulados directa o indirectamente por
hipoxia, de manera que pueden incrementar la excitabilidad de las neuronas en tales
condiciones. Los mecanismos de transduccidén que participan en estos procesos vienen

determinados por el tipo de canal idnico.

Una exposicidn a altura simulada en el rango de los 4000 m hace disminuir la
corriente de K* en los quimioreceptores (Lépez-Barneo y cols., 1988). Esta corriente
puede generar una despolarizacion de las células, abriendo los canales de Ca*
dependientes de voltaje, provocando la liberacién de neurotransmisor, y la activacion de
nervios sensoriales. Existen evidencias de que los canales de Ca’* son sensibles de forma
directa al estimulo de la hipoxia; este tipo de canales se inhibe en ciertas células durante

estas condiciones (Montoro y cols., 1996).

La hipoxia hipobarica modifica las sefales glutamatérgicas en el cerebro, que
acaban produciendo un incremento prolongado de los niveles de Ca?* dentro de las
células. Al estimular varios subtipos de receptores de glutamato ionotrépicos y
metabotrdopicos (AMPA y NMDA, entre otros) con sus agonistas, se obtienen los
patrones de respuesta para el Ca®*. Este flujo de calcio y su acumulacién en el citosol,
como consecuencia de la liberacién de glutamato durante un episodio de hipoxia,
pueden desencadenar toxicidad en el cerebro (Benveniste y cols., 1988; Paschen, 1996;
Perez-Velazquez y cols., 1997). Se especula que el zinc podria tener una respuesta
similar al calcio durante la liberacion de glutamato bajo estas condiciones (Stork y Li,

2006).

En un experimento en el que se estimularon estos receptores en corteza
piriforme de rata, se comprobd cédmo, bajo condiciones de hipoxia hipobdrica, se
producia una modificacién en la respuesta del calcio. Esta dependia de la intensidad de
la exposicidn, desencadenando la muerte de las células cuando la severidad de la hipoxia
era muy alta, o tolerancia a la hipoxia cuando la hipoxia era mas moderada (Semenov y
cols., 2010). El desarrollo del programa de muerte celular y la necrosis estdn
determinados por el incremento de calcio intracelular, la duracién de este incremento, y
la localizacién en las distintas partes de la célula (Choi y cols., 1998; Pérez-Pinzén y cols.,

1999; Bano y Nicotera, 2007). Ademas, La aclimatacién a hipoxia hipobdrica previene del
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exceso en la concentracion de calcio intracelular y la modificacion de las sefiales
glutamatérgicas que se producen ante episodios de hipoxia severa (Miller y cols., 2004;

Semenov y cols., 2008).

La nimodipina es un bloqueador de canales de calcio que se utiliza como
vasodilatador cerebral. Tiene la propiedad de incrementar los niveles de ACh
extracelular. En un estudio en el cual se expuso a ratas a una altitud de 5500 m durante
8 horas, y se midié in situ el nivel de ACh en el area CA1l y giro dentado, se comprobé
como los valores extracelulares del neurotransmisor disminuian en ambas zonas,
respecto a los valores de ratas no expuestas a altura. La administracién de nimodipina,
tanto previa a la exposicién, como por tratamiento posterior, resultaban en Ia
recuperacién de los valores basales de neurotransmisor obtenidos en las ratas no

expuestas a altura (Shukitt-Hale y cols., 1993).

1.1.4.4. Otros efectos destacados

La enzima Oxido nitrico sintasa (NOS) es otro de los elementos que puede influir
en respuesta a la hipoxia, al intervenir en procesos regulatorios como la circulacién
sanguinea en el cerebro. La NOS es la enzima responsable de transformar, mediante
procesos de oxidacion-reducciéon, el aminodcido L-arginina en éxido nitrico (NO). Este
neuromodulador actua como excitador en la respuesta ventilatoria a hipoxia (Gozal y

Gozal, 1999).

Una de las isoformas de la enzima expresada en el tejido nervioso, la
denominada neuronal NOS (nNOS), se encuentra ampliamente distribuida por corteza
cerebral, septum, hipocampo, amigdala, tdlamo, hipotalamo, cerebelo, y nlcleo del rafe,
entre otros. La alteracion en la produccién de éxido nitrico por parte de la enzima nNOS
ante episodios de hipoxia hipobarica favorece el aumento en los niveles de GMP ciclico
en las células (Postovit y cols., 2005). Este segundo mensajero también esta relacionado
con procesos de aprendizaje (Boess y cols., 2004) y, ademas, esta via de sefializacién

promueve la expresiéon de genes regulados por el factor inducible a hipoxia (HIF-1),
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factor de transcripcién que tiene un papel relevante en las células como respuesta a ésta

(Ratcliffe, 2003).

La vasta distribucidon de la nNOS en todo el sistema nervioso central sugiere que
pueda intervenir ademas en varios sistemas de neurotransmision (Rodrigo y cols., 1994).
El sistema colinérgico puede ser uno de ellos, ya que también participa en la regulacion
del flujo sanguineo en el cerebro (Schliebs y Arendt, 2006). El aumento de 6xido nitrico
en respuesta a la sobreexpresiéon de la isoforma iINOS (o NOS inducible) durante
episodios de hipoxia hipobdrica aguda, puede también interrumpir el proceso de
consolidacidon de la memoria, como resultado de la alteracién de la funcién colinérgica.
El tipo de memoria que se ve perjudicada es la retrégrada, no observandose alteracion
ninguna en la de tipo anterdgrada. El producto de la expresién de la NOS inhibe la
actividad de la acetil colinesterasa en estas condiciones, y en ultimo término puede

explicar los déficits de memoria observados (Udayabanu y cols. 2008).

Algunas investigaciones atribuyen los efectos supuestamente producidos por la
hipoxia a otras causas asociadas a ésta. Asi, por ejemplo, la calidad del suefio no es
evaluada durante la exposicidn a hipoxia en muchas ocasiones, y sin embargo existe el
riesgo de que episodios de apnea o frecuentes interrupciones en el proceso normal del
sueno puedan provocar que la calidad de éste se presente muy deteriorada en los
individuos durante la exposicion. Los resultados de las investigaciones sobre una
exposicién a altura, pues, pueden verse alterados por estas circunstancias si no se

controlan (Thomas y cols., 2007).

Modelos de hipoxia intermitente nocturna en ratas y ratones han mostrado
evidencias sobre disfunciones ejecutivas y exceso de suefio (Sanfilippo-Cohn y cols.,
2006), pero no se ha establecido una causa-efecto directa entre posibles episodios de
fragmentacion de sueno y las disfunciones sefialadas. En esta linea, tras una exposicion
alternante cada 90 segundos de niveles normales de O,, y de niveles equivalentes a 5000
metros de altura, durante el ciclo de suefio en ratas, éstas empeoraron la memoria de
trabajo en el paradigma de laberinto de Morris, tras 15 dias de exposiciéon (Row y cols.,
2007), aunque no se investigd la causa directa de la afeccidn. Dada esta limitacién de los

estudios actuales para separar los efectos directos que produce la exposicién a hipoxia 'y
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los atribuibles a una afeccion del suefio durante la exposiciéon, serda necesario
profundizar en esta materia en un futuro. Estudios en humanos, en los que se evalle la
funcidn cognitiva en respuesta a una exposicion a hipoxia nocturna controlando que no
se produzcan estas interrupciones durante el suefio, tampoco han sido completados

(Thomas y cols., 2007).

Estudios en pacientes con apnea del suefio sugieren que los efectos de la
fragmentacion o las interrupciones durante el suefio pueden ser enmascarados por

algunos de los efectos causados por la hipoxia (Colt y cols., 1991).

No obstante, un ensayo en el que se clasificé a individuos en dos grupos en
funcién de su sensibilidad a desarrollar episodios como la apnea, no establecid
diferencias en cuanto a la ejecucion de tareas para evaluar la memoria de trabajo. Se
expuso a estos individuos a 9 horas diarias de hipoxia hipobarica (4000 m de altura
simulada) durante cada noche. Medidas del flujo de aire a través de una canula nasal
fueron realizadas para identificar a los sujetos susceptibles de desarrollar alguna
alteracion en la respiracion. El tiempo total de suefio se redujo en ambos grupos (45
min), aunque la sensacion de suefio no se vid alterada. Tampoco hubo diferencias en
cuanto al estado de animo, atencidon ni memoria de trabajo en ninguno de los grupos
estudiados (Thomas y cols., 2007). Este estudio sugiere una menor importancia de la

calidad del sueio en los resultados sobre los efectos de la hipoxia hipobarica.

1.2. APRENDIZAJE Y MEMORIA

1.2.1. Memoria implicita

1.2.1.1. Condicionamiento clasico de reflejo palpebral
1.2.1.1.1. Sistema motor del parpado

El sistema motor se encarga de producir el cierre y apertura del parpado. Es un

mecanismo eficaz para la preservacion de la cérnea, tanto para la proteccion fisica de
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posibles agresiones externas, como para el mantenimiento de las condiciones de
humedad y transparencia del ojo (Bach y Rita, 1971). También posee una funcidn activa
en la eliminacién de cuerpos extrafios que entran en contacto con la superficie de la
cornea y el tejido conjuntivo. Ademas de la funcién protectora, el parpadeo estd
relacionado con la expresion de diferentes emociones (Evinger, 1995; Gruart y cols.,

1997).

El sistema estd constituido por musculos, las motoneuronas que los inervan, y
ligamentos. Para el cierre efectivo del parpado son fundamentales los siguientes

musculos:

- Mdsculo orbicularis oculi (u orbicular): participa en el cierre reflejo y
espontaneo del ojo. Esta formado por fibras estriadas que se disponen
paralelamente a los margenes del parpado, lo que le da un aspecto circular
alrededor de la fisura palpebral. Se divide en una porcion palpebral, que es la
porcidn mavil, y una parte orbicular, que se inserta en el borde del hueso de
la 6rbita. Las unidades motoras del musculo orbicular de los pdrpados son
pequeiias; esta caracteristica sugiere una participacién muy fina del musculo
en el control del movimiento. Las motoneuronas que inervan este musculo se
encuentran en la parte dorsolateral del nucleo facial (Shaw y Baker, 1985).
Estas motoneuronas faciales no pueden informar de la posicién del musculo
debido a que los musculos faciales carecen de husos musculares (receptores
sensoriales de los musculos esqueléticos que informan del grado de
estiramiento que esta ejerciendo el musculo). La frecuencia de oscilacion en
estas motoneuronas varia entre especies de manera inversamente
proporcional a su tamafio. Asi, especies animales de mayor tamafio corporal
poseen menor frecuencia de oscilacién del parpado.

- Mdsculo elevador: permite que el parpado acompafie a los movimientos
oculares, y estd inervado por motoneuronas que se localizan en el nucleo
motor ocular comun. Este musculo controla la posicién del parpado, y se
encuentra tonicamente activo entre parpadeos, manteniendo el parpado
abierto contra la accién de la gravedad (Becker y Fuchs, 1988). La

composicion de estas fibras musculares, resistentes a la fatiga, y el tamafio
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medio de las unidades motoras, hace que este musculo pueda mantener de
forma sostenida la posicion del pdarpado y seguir con precisién los
movimientos oculares. Las motoneuronas del nicleo motor ocular comun se
distribuyen de manera distinta en funcion del tipo de visién. En especies con
vision lateral, como el ratén, las motoneuronas se disponen en su parte
posterior (Glicksman, 1980).

En el musculo elevador del parpado se inserta otro musculo, el musculo liso
de Miiller (musculo tarsal superior), que se activa durante el movimiento de
subida del parpado. Este musculo estd inervado por las motoneuronas del
ganglio cervical superior (VanderWerf y cols., 1996) vy participa
fundamentalmente en respuestas emocionales, como la sorpresa y el miedo
(Evinger, 1995).

- Mdsculo retractor bulbi: es un musculo extraocular dividido en cuatro [dminas
que se insertan en la parte interna del globo ocular. Su funcién es retraer el
globo ocular hacia el fondo de la drbita, lo que facilita el movimiento de
cierre del parpado. Se encuentra en la mayoria de vertebrados. Dado que el
musculo retractor bulbi estd formado por fibras musculares grandes, de
contraccion rapida, sin inervacion multiple y con un tamafio de la unidad
motora relativamente alto (Alvarado y cols. 1967), hace que sea un musculo
apto para movimientos muy rapidos (como el cierre reflejo del parpado). Las
motoneuronas que inervan a este musculo se encuentran en el nucleo
accesorio del motor ocular externo (Grant y cols., 1979; Delgado-Garcia y
cols., 1990), aunque una pequeia porcién aparece en el nucleo principal del

motor ocular externo (Delgado-Garcia y cols., 1990).

En general, durante la correcta oclusién del parpado se inhibe el musculo
elevador del parpado y el musculo de Miiller e, inmediatamente, se activa el musculo
orbicular del parpado. Los ligamentos y tendones asociados al parpado son los
responsables de la fuerza pasiva de bajada que actua de modo constante sobre el

parpado superior.

Existe una amplia variedad de movimientos de distinta cinética asociados a partir

de este sistema de musculos:
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a) Parpadeos espontdneos. Este tipo de parpadeo es repetitivo y ocurre
periddicamente en ausencia de estimulo externo. Se sugiere que el complejo espinal
trigeminal es la estructura generadora de este tipo de movimientos (Kaminer y cols.,
2011). Cinéticamente, los parpadeos espontaneos consisten en un rapido cierre seguido
de una fase mas lenta de apertura. Durante el cierre espontdneo, el parpado impediria
captar parcial o totalmente la informacién visual del exterior, debido a su opacidad pero,
en ese instante, la sensibilidad visual desaparece (Manning y cols., 1983) y se produce
una continuidad visual respecto a las imagenes captadas previamente al cierre del ojo
(Hari y cols., 1994). La corteza occipital lateral, en concreto, el area V5/MT, muestra
inhibicién de respuesta ante la estimulacién visual durante el parpadeo, y se relaciona
con la pérdida de procesamiento visual experimentado (Bristow y cols. 2005). La regién
parieto-occipital medial, en cambio, muestra incremento de la actividad, relacionada

con la continuidad visual experimentada (Hari y cols., 1994).

b) Parpadeos voluntarios. Estos movimientos estan relacionados con la corteza
visual, la corteza parietal posterior y el giro frontal medial y superior (Bodis-Wollner y
cols., 1999). Se ha observado que las lesiones de la corteza motora facial provocan que
los parpados no se puedan contraer voluntariamente, aunque se mantenga el parpadeo

reflejo mediado por distintas modalidades sensoriales.

c) Parpadeos reflejos. La presencia de cualquier particula o estimulo mecdanico
sobre la piel alrededor del ojo o la cdrnea, numerosa y extensamente inervada, produce
la respuesta refleja del parpado. En este reflejo participa la rama supraorbitaria del
nervio trigémino (Overend, 1896). El movimiento de éste consiste en una rapida bajada
y una fase mas lenta de subida. Durante el movimiento de cierre se pueden registrar dos
componentes en la actividad del musculo orbicular del parpado, similares a los
componentes R1 y R2 que se registran estimulando eléctricamente la rama
supraorbitaria del trigémino. Los dos componentes R1 y R2 difieren en su latencia
(Kugelberg, 1952; Hiraoka y Shimamura, 1977) y en el circuito que los sostiene (Holstege
y cols. 19864, b). Al igual que otros reflejos, la latencia, la amplitud y la velocidad pico de
este tipo de parpadeo depende de la intensidad o la duracidn del estimulo. La modalidad
sensorial también influye en el perfil de la respuesta refleja. Las respuestas reflejas a los

tonos (sonidos puros) son muy variables, y con cierta frecuencia no se provocan. Cuando
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si se producen, consisten en movimientos de pequefia amplitud (1-4 grados), de larga
latencia (=50 ms) y con una rdpida habituacién a la presentacién repetida del mismo

sonido en gatos (Gruart, 2000).

d) Parpadeos acompafiando a los movimientos oculares. Los pdrpados siguen
continuamente los movimientos del ojo, evitando que se cubra la pupila durante los
movimientos sacadicos verticales y durante los reflejos optocinético y vestibuloocular

(Evingery cols. 1991).

e) Repuestas palpebrales condicionadas. Se trata de respuestas del parpado
adquiridas a través de un proceso de condicionamiento cldsico. Estan provocadas por
estimulos condicionados, y su naturaleza es distinta a la respuesta refleja producida por
un estimulo incondicionado, y al resto de movimientos descritos anteriormente. Cuando
se analiza el perfil de estas respuestas, también se observan diferencias segun la
naturaleza del estimulo condicionado (sonido, luz) (Gruart y cols., 2000c). Si se utiliza un
tono, la latencia de la respuesta palpebral es de unos 50 ms (Gruart y cols. 1995).

También la velocidad y la amplitud de la respuesta varian segun el estimulo.

El analisis de la formacidn de la respuesta de cierre del parpado permite concluir
gue esta respuesta no es un movimiento liso, sino que es un movimiento oscilante con
una frecuencia predominante, formado por distintos componentes de duracion

determinada (Gruart y cols. 1995).

Se ha propuesto una teoria cudntica del movimiento que sefiala que el
mecanismo para formar una respuesta palpebral condicionada consiste en sumar
“cuantos de movimiento”; es decir, afiadir ondas de duracién fija (Domingo y cols. 1997).
Mediante este analisis de la frecuencia dominante en respuestas condicionadas también
se ha comprobado que el mayor poder espectral se encuentra en las respuestas
obtenidas con intervalos entre el estimulo condicionado y el incondicionado en torno a
250 ms. Esta es la explicacion fisiolégica para justificar este intervalo en los protocolos
de condicionamiento, que distintos estudios en el campo de la psicologia han
encontrado como el de mayor efectividad para provocar estas respuestas en conejos

(Smith, 1968).
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El sistema motor palpebral es importante como modelo en el estudio de la
generaciéon de respuestas motoras y de los mecanismos neuronales que subyacen al
aprendizaje; para entender estos mecanismos ha resultado crucial la utilizaciéon del
condicionamiento de tipo clasico con variantes establecidas por diversos autores

(Gormezano y cols., 1983; Thompson, 1986; Woody, 1986).

1.2.1.2. Fundamentos del condicionamiento clasico de reflejo corneal

Las formas mas desarrolladas de aprendizaje comprenden la asociacidn entre dos
0 mas estimulos. Este aprendizaje asociativo engloba varias modalidades, la mas simple
de las cuales es el condicionamiento clasico. El reflejo palpebral es uno de los modelos
mas utilizados para el estudio del condicionamiento clasico (Gormezano y cols., 1983;
Thompson, 1986; Woody, 1986). La utilizacidon de este modelo es una herramienta muy
util para el estudio de los circuitos neuronales y de los mecanismos esenciales del
aprendizaje motor (Gormezano y cols., 1983; Gruart y cols., 1995, 2000a, b; Trigo y cols.,
1999; Munera y cols., 2001), dada su relativa sencillez y la facilidad con la que se puede

registrar in vivo la actividad neuronal de las estructuras implicadas.

Se puede clasificar también como un tipo de aprendizaje motor, que consiste en
la transformacion y mejora de la eficacia y precision de un movimiento por medio de la
repeticion. Cuando la ejecucion del movimiento se realiza con precisién en intentos
sucesivos, se puede decir que la tarea motora se ha aprendido y que se ha establecido

en el cerebro una memoria para esta tarea motora (Llinds y Welsh, 1993).

El modelo de condicionamiento clasico de reflejo corneal se caracteriza por la
presentacion emparejada de dos estimulos: un estimulo neutro y un estimulo
incondicionado (en inglés, unconditioned stimulus, US). En las primeras sesiones de un
protocolo convencional de condicionamiento el estimulo neutro se presenta solo, con el
fin de provocar un fendmeno de habituacidn. Este fendmeno consiste en la disminucion
progresiva de la respuesta que se produce por la presentacién repetida a un estimulo,
en este caso al estimulo neutro. Se utiliza para minimizar la respuesta producida por el

estimulo que, aun siendo neutro, produce una pequefia reaccién en el animal.
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En las siguientes sesiones se presentan, tanto el estimulo neutro, como el
incondicionado, en este orden temporal. La presentacién del segundo estimulo origina
una respuesta refleja llamada respuesta incondicionada, que en este modelo consiste en
el cierre del parpado. La presentacién repetida de los dos estimulos, con un intervalo fijo
y determinado, favorece la aparicidn de otro tipo de respuesta, denominada respuesta
condicionada (en ingles, conditioned response, CR) que se genera cuando el animal
aprende a asociar el estimulo neutro y el incondicionado. De esta forma, el estimulo
neutro pasara a denominarse estimulo condicionado (en inglés, conditioned stimulus,
CS), ya que su efecto esta condicionado a la aparicidn del US. El organismo aprende a
anticipar su respuesta a la llegada del estimulo incondicionado, de manera que el CS

actua como desencadenante de la respuesta condicionada ante la llegada del US.

Una vez que el animal ha aprendido la tarea anterior, si se aplica el CS de forma
aislada y repetidamente, el animal aprende a disociar los dos estimulos, disminuyendo la
probabilidad y amplitud de la respuesta previamente aprendida. A este fendmeno se le

denomina extincion (Kandel y cols., 2000).

Como US, normalmente se suele aplicar un soplo de aire en la cérnea (Gruart y
cols., 2000a) o un shock eléctrico en la rama supraorbitaria del nervio trigémino
(Dominguez-del-Toro y cols., 2004). Como CS se suele utilizar un tono (Lopez-Ramos y

cols., 2007) o un soplo de baja intensidad (Muneray cols., 2001).

Uno de los requisitos que debe cumplir el condicionamiento clasico es que los
estimulos deben guardar una relacion de contingencia, debiendo sobresalir entre todos
los estimulos que pueda recibir el animal para que pueda asociarlos (Rescorla, 1988). Un
pseudocondicionamiento es aquel en el que se administran los estimulos
aleatoriamente, sin guardar una relacion temporal ni cumplir el requisito de
contingencia. Debido a que no produce aprendizaje, el pseudocondicionamiento se
utiliza como demostracion de que la presentacion de CS y US, de la forma anteriormente

descrita para la correcta ejecucion del paradigma, son los responsables del aprendizaje.

Existen una serie de factores que pueden afectar al desarrollo del

condicionamiento cldsico y a la generacién de la respuesta condicionada y sus
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caracteristicas, como son el intervalo interestimulo, el intervalo entre presentaciones, y

la intensidad y duracidn de los estimulos condicionado e incondicionado.

El intervalo interestimulo, delimitado entre el CS y el US, es importante porque
define la contigliidad de los estimulos. Conforme este intervalo se alarga, se debilita la
relaciéon de contigliidad entre ellos. Si el intervalo difiere de 250 ms lo suficiente, el
grado de asociacién de los estimulos disminuye y puede que no se produzca aprendizaje

(Smith, 1968).

Los intervalos de tiempo cortos entre cada una de las presentaciones del par de
estimulos parecen producir un menor porcentaje de respuestas condicionadas (Spence y
Norris, 1950). En cambio, aquellos intervalos que oscilan entre 20-35 s provocan mayor

efectividad en la prueba (Prokasy y Whaley, 1961).

Hasta cierto limite, parece ser que la fuerza de la respuesta condicionada
aumenta con la intensidad del estimulo incondicionado. El condicionamiento del reflejo
corneal en conejos es mayor al aumentar la intensidad del soplo de aire en la cérnea
(Smith, 1968). Sin embargo, se ha demostrado que el incremento en la duracion del US
no tiene el mismo efecto que el de su intensidad. El efecto de la duracién sobre la
respuesta condicionada varia en funcion del tipo de condicionamiento (Tarpy, 1993).
También la intensidad del CS puede aumentar el porcentaje de respuestas
condicionadas generadas (Gormezano, 1972). Sin embargo, otros investigadores no han

hallado el mismo efecto (Grant y Schneider, 1948).

Atendiendo al momento y duracién de la presentacién de los estimulos
condicionados e incondicionados, se pueden definir distintos paradigmas de

condicionamiento:

- En el paradigma de traza, el estimulo condicionado acaba antes de que
comience el estimulo incondicionado. Para este tipo de condicionamiento
algunos autores opinan que es necesaria la participacion del hipocampo,
como estructura que conserva la traza del CS hasta que se produce la entrada

sensorial del US en el cerebro (Kim y cols., 1995; Clark y Squire, 1998). No
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obstante, otros autores piensan que no es relevante (Rescorla, 1988; Munera
y cols., 2001).

- En el paradigma de demora, el CS se presenta antes en el tiempo que el US, y
desaparecen al mismo tiempo. Suele presentar un alto grado de asociacidn
de estimulos, esto es, un mayor porcentaje de respuestas condicionadas.
Tradicionalmente se acepta al cerebelo como estructura esencial para este
tipo de aprendizaje (Thompson y Krupa, 1994). Otros autores, sin embargo, lo
describen como un organo reforzador (Gruart y cols., 2000a) de la orden
motora procedente de otras estructuras cerebrales, entre ellas corteza

motora y premotora (Aou y cols., 1992; Gruart y cols., 2000b).

1.2.1.3. Fundamentos electrofisiolégicos y anatédmicos de la respuesta

condicionada

Son numerosas las técnicas de lesidn y de estimulacion (Thompson y Krupa,
1994), farmacoldgicas (Chapman y cols. 1990) y de registro electrofisiolégico (Gruart y
cols. 1995, 1997, 2000, 2006; Pacheco-Calderon y cols., 2012), que se han practicado
para conocer como se elabora en el sistema nervioso la respuesta palpebral

condicionada.

Antes de discutir sobre la generacion de esta respuesta, es necesario describir
otros componentes que aparecen en el registro electromiografico cuando se aplica un
protocolo de condicionamiento clasico de reflejo corneal. En la franja de registro que
comprende el estimulo condicionado y el incondicionado pueden distinguirse varios
componentes con actividad de diferente naturaleza, aparte de la respuesta condiciona

tipica. Son las denominadas en la literatura respuestas de latencia corta.

La respuesta de sobresalto es una de ellas, y consiste en un movimiento violento
de los musculos faciales y esqueléticos provocados por un estimulo de tipo tactil, visual
o auditivo. Utilizando en ratones un tono, no necesariamente de gran intensidad, se
provoca este tipo de respuesta durante el condicionamiento. La respuesta tiene como

caracteristicas una latencia de 15 ms desde el comienzo del tono, y una latencia en pico
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maximo de unos 25 ms (Boele y cols., 2010). En esta respuesta participan, tanto el

reflejo del cierre del parpado, como la contraccién de otros musculos.

En ratones, esta respuesta se puede separar en dos componentes, los picos de
sobresalto a y B. El primero tiene una cinemdtica que se corresponde con la arriba
citada; en cambio, el segundo posee una respuesta electromiografica mas compleja, con
una latencia mucho mas larga y una amplitud mayor. Se asume que el pico a en ratones
se origina por un circuito trisindptico en el que participa el nucleo coclear (en inglés,
cochlear nucleus, CN), el nucleo facial (en inglés, facial nucleus, FN) y el nucleo pontino
caudal (en inglés, caudal pontine nucleus, PnC). El pico B, en cambio, se genera por un
circuito mas complejo, en el que el nucleo pontino (en inglés, pontine nuclei, PN) y

coclear también participan.

El intervalo de tiempo entre la generacion de la respuesta de sobresalto y la
verdadera respuesta condicionada puede ser muy corto. En el condicionamiento clasico
de reflejo palpebral, esto puede suponer un problema para la discriminacién de tales
respuestas; no tanto para el componente a, que disminuye conforme transcurren las
sesiones, sino para el componente B, que se manifiesta unos milisegundos mas tarde, y
puede solaparse en muchas ocasiones con la respuesta condicionada. Un tono con una
frecuencia mas alta a la usualmente empleada en estos paradigmas, del orden de 5 a 10
kHz, puede ser dptimo para su uso como estimulo condicionado, ya que produce una
minima respuesta de sobresalto, facilitando la diferenciacidén de la respuesta aprendida

(Boele y cols., 2010).

Una respuesta de origen amigdalino también ha sido aislada. Alrededor del 70%
de las neuronas de la amigdala lateral reciben proyecciones relacionas con estructuras
gue se activan durante los estimulos condicionado e incondicionado vy, de ellas, un
pequeio porcentaje aumenta su respuesta al estimulo condicionado, tras la

presentacion de ambos (Boele y cols., 2010).

La magnitud y duracién de estas respuestas de latencia corta en ratones puede
alterar el recuento del porcentaje de respuestas condicionadas. La relativa contribucién
de la amigdala en el proceso difiere entre distintos animales. Mientras su importancia

parece ser minima en conejos, en ratas es fundamental. En ratones, el papel de la
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amigdala durante el condicionamiento cldsico del reflejo corneal ain no ha sido
descrito. La amigdala posee una posicion privilegiada para modular la respuesta al
estimulo condicionado que genera el cerebelo, ya que sus proyecciones son directas al
puente y las fibras musgosas. Como ocurre en ratas, la amigdala podria ser importante
para aumentar la eficacia del tono en la generacidon de las respuestas. El cerebelo
también podria participar en la generacién de estas respuestas que se registran junto a

la respuesta condicionada.

El modelo propuesto por Boele y sus colaboradores en 2010 afirma que la
amigdala participa en las respuestas de latencia corta, fundamentalmente al principio de
las sesiones de condicionamiento, mientras que el cerebelo estd involucrado en las
sesiones posteriores. Tanto la amigdala como el cerebelo pueden contribuir de forma
asociada en la generacién de estas respuestas si las entradas sensoriales del estimulo
condicionado e incondicionado convergen en las mismas neuronas y dichas neuronas
participan en el control motor de las respuestas. Para que esto ocurra debe manifestarse
plasticidad neuronal, entendida ésta como un proceso dinamico de modificacion de las

conexiones sinapticas y mecanismos bioquimicos en respuesta a un estimulo.

Este modelo se denomina Condicionamiento Dindmico Amigdala-Cerebelo, y
describe como la entrada sensorial del tono y la entrada somatosensorial al estimulo
incondicionado convergen en la amigdala lateral (en inglés, lateral amygdala, LA) (fig.
1.2.). Mientras el nucleo coclear releva el estimulo del tono al cuerpo geniculado medial
del tdlamo (en inglés, medial geniculate body of the thalamus, MGB) y a partir de ahi a la
amigdala lateral, el nucleo del trigémino (en inglés, trigeminal nucleus, TrN) capta la
sefial del estimulo incondicionado vy, a través del nucleo intralaminar lateral del tdlamo
(en inglés, lateral intralaminar nucleus of the thalamus, LIN), manda la informacién a la

amigdala lateral (Boele y cols., 2010).
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Figura 1.2. Modelo integrador de participacion de la amigdala y el cerebelo en el condicionamiento
clasico de tipo palpebral en ratén. Tanto en la via del cerebelo, como en la de la amigdala, parece confluir
la informacién proveniente de los estimulos condicionado e incondicionado. Mientras que a la amigdala se
le asocia con la generacion de respuestas de latencia corta, al cerebelo se le ha asignado un papel central
en la generacién de la respuesta condicionada o aprendida. Abreviaturas: AC, corteza auditiva; CE,
amigdala central; CG, células granulares; CP, células de Purkinje; CN, nucleo coclear; CrN, raiz del nucleo
coclear; FN, nucleo facial; IN, nucleo interpdsito; 10, oliva inferior; LA, amigdala lateral; LIN, nucleo
intralaminar lateral del talamo; MGB, cuerpo geniculado medial del tdlamo; PN, nucleo pontino; PnC,
nucleo pontino caudal; RN, nucleo rojo; SC, corteza somatosensorial; TrN, nucleo del trigémino. Traducido
de Boele y cols., 2010.

En cuanto a la generacion de la auténtica respuesta condicionada o aprendida en
el condicionamiento cldsico de reflejo corneal, hay un gran debate respecto a la

estructura (o estructuras) que la originan. El modelo que ha tenido mayor aceptacion en
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el pasado (Thompson, 1986), ha experimentado algunas modificaciones en posteriores

revisiones (Delgado-Garcia y cols., 1998).

Segun éste, cuando se presenta un tono como CS, se activan las neuronas de la
raiz del nucleo coclear (en inglés, cochlear root nucleus, CN) y, de este nucleo, la
informacidn viaja hasta el nucleo caudado pontino (Koch y Schnitzler, 1997). La entrada
al cerebelo se produce a través de colaterales que viajan a la corteza cerebelosa,
pasando por el nucleo pontino. Dichas colaterales son las fibras musgosas, que acaban
en el nucleo interpdsito (en inglés, interposed nuclei, IN), por medio de las células
granulares (CG). El US activa el nucleo del trigémino, bien a través de un estimulo
mecanico (estimulando las neuronas que inervan la cérnea y la piel adyacente), bien a
través de la estimulacion directa de las fibras del trigémino. Esta informacién llega hasta
la oliva inferior (en inglés, inferior olive, 10) cruzando la linea media y, de ahi, cruzando
de nuevo la linea media, llega a la corteza del cerebelo y al nucleo interpdsito, éste
ultimo a través de las fibras trepadoras (Gruart, 2000). Se considera que es en este
nucleo cerebeloso (fig. 1.2.) donde se elabora la respuesta palpebral condicionada, por
la confluencia de los estimulos condicionado e incondicionado (Thompson, 1986). Otros
autores aplican esta maxima, no al ndcleo del interpdsito, sino a la corteza del cerebelo
(Yeo y cols., 1985). Sea como fuere, la respuesta elaborada en el cerebelo cruzaria la
linea media para llegar al ndcleo rojo (en inglés, red nucleus, RN), y de ahi de nuevo
pasaria por la linea media para llegar a los nucleos motores y promotores del tronco
encefdlico, que ejecutan la respuesta condicionada (Chapman y cols., 1988; Pacheco-
Calderon y cols., 2012). Sin embargo, las neuronas del nucleo interpdsito comienzan a
disparar milisegundos mas tarde de que la respuesta condicionada se inicie (Delgado-

Garcia y Gruart, 2002).

Otros estudios, no obstante, argumentan que este tipo de respuesta aprendida
se elabora de forma distribuida y son muchas mas las regiones que participan en ella
(Gruart y cols., 2000b; Lee y Kim, 2004), incluyendo la corteza y la amigdala (Boele y
cols., 2010). La primera parece ser importante en el grado de atencidn necesario para el
aprendizaje, y es uno de los lugares propuestos de almacenaje de la memoria a largo

plazo (Thompson y Krupa, 1994).
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1.2.2. Memoria explicita

1.2.2.1. Aprendizaje y memoria en condicionamiento operante en caja de

Skinner

El condicionamiento instrumental u operante es un tipo de aprendizaje
asociativo en el que una respuesta se fortalece, se debilita, o se hace mas frecuente
seglin sea su consecuencia, positiva o negativa (Thorndike 1911; Skinner 1938). Las
respuestas en el condicionamiento operante constituyen un importante componente en
el comportamiento voluntario de los animales. Estas respuestas se caracterizan por
tener un impacto en el ambiente; como en el medio natural el ambiente puede ser muy
volatil, una misma acciéon puede desencadenar diferentes consecuencias. Para obtener
la mas pertinente, es crucial que el animal detecte las relaciones entre las acciones y las
distintas consecuencias que provoca. De esta forma, puede adaptar el comportamiento
de acuerdo a ello. Este es el fundamento de la respuesta operante. Cuando esta
respuesta provoca la aparicién del estimulo, se dice que aparece una contingencia

positiva entre la respuesta y el estimulo desencadenado.

El hipocampo tiene un papel fundamental en la deteccion de la relacion causal
entre la accién y el estimulo desencadenado. La lesién de éste no afecta a la adquisicidon
de la respuesta operante (Corbit y Balleine, 2000). En cambio, las respuestas que no son
consecuentes con una accidn se relacionan con su contexto, y si se lesiona esta region,
los animales muestran dificultades para realizar tal asociacién entre el contexto y la
consecuencia (Jarrard, 1995). Las lesiones en el hipocampo también provocan un
aumento de la impulsividad, que se traduce en un aumento de las presiones sobre la
palanca. Es por ello que el hipocampo se relaciona con la conducta motivada (Jarrard,
1973); su estimulacién eléctrica favorece el aumento en la ingesta de comida (Tracy y

cols., 2001).

Algunas zonas de la corteza prefrontal y de los ganglios basales estan implicadas
en el procesamiento de la relacidén entre una accién y su consecuencia. Las neuronas de
la corteza prefrontal medial (en inglés, medial prefrontal cortex, mPFC) en primates

cambian la tasa de disparo dependiendo de la accion y el tipo de consecuencia
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(Matsumoto y cols., 2003). La actividad de las neuronas del estriado correlaciona con los
cambios en la contingencia entre una accidén y su consecuencia, y su actividad predice las
acciones escogidas por el animal, antes, durante o después de la ejecucién del

movimiento (Samejima y cols. 2005; Lau y Glimcher 2008).

Varios trabajos también realizados en primates, en corteza prefrontal lateral (en
inglés, lateral prefrontal cortex, IPFC) sugieren que ésta participa en el condicionamiento
operante a un nivel mayor que el mero control de las respuestas motoras. Aunque se
sabe que las neuronas de la corteza prefrontal cambian su actividad dependiendo de la
recompensa esperada, poco se sabe si esta actividad es necesaria para la consecucién de
tal refuerzo (Kobayashi y cols., 2010). La actividad monosinaptica en esta corteza refleja
cambios de acuerdo a requerimientos especificos para la obtencion de la recompensa,
sin que los animales reproduzcan una respuesta motora (Rainer y cols., 1998; Asaad y
cols. 2000; Kobayashi y cols., 2006, 2010). Pacientes con lesiones en el PFC pierden la
autonomia o control intencional de sus respuestas en tareas de comportamiento,
automatizando las respuestas en funcién a las instrucciones dadas (Lhermitte 1986).
Estos y otros estudios apoyan la visién de que la IPFC guia al comportamiento en funcion

de unas metas propuestas (Fuster 2000; Miller y Cohen 2001; Kobayashi y cols., 2010).

1.2.2.2. Memoria de reconocimiento

La memoria de reconocimiento es el tipo de memoria requerida para la
realizaciéon de la prueba de reconocimiento de objetos, y es uno de los ejemplos de
memoria declarativa mas estudiados. El procesamiento visual y el almacenaje de la
informacidén necesarios en este tipo de pruebas han sido abordados desde varias
perspectivas. Sin embargo, un modelo animal accesible, como es el de los roedores, ha
pasado por alto en la mayoria de estudios sobre el procesamiento visual avanzado, por
considerar que sus cerebros carecian de tal tipo de procesamiento. Como resultado,
poco es conocido sobre la capacidad de ratones y ratas de procesar complejos procesos

visuales (Zoccolan y cols., 2009).
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Tradicionalmente, el procesamiento y almacenaje necesarios para ejecutar este
tipo de tareas, al igual que otras funciones cognitivas, quedan relegados a determinadas
estructuras delimitadas en el cerebro. De esta forma, numerosos investigadores
describen que la memoria de reconocimiento puede dividirse en distintos componentes
para su procesamiento, todos ellos ubicados en el |6bulo temporal medial y, dentro de
éste, en concreto, en el hipocampo y areas proximas: cortezas entorrinal, perirrinal y
parahipocampal (Squire y cols., 2004, 2007; Lépez-Aranda y cols, 2009). Una lesidén en la
corteza entorrinal empeora la memoria de reconocimiento de objetos en humanos,
monos y roedores, en tareas que implican la comparacidn visual de dos objetos, y se ha
descrito que participa en la codificacién y la recuperacién de la informacién en este tipo

de tareas (Winters y Bussey, 2005).

En un fendmeno conocido como supresion repetitiva, una experiencia repetida
con un mismo objeto visual permite la supresidn de la respuesta neuronal en
poblaciones de la corteza temporal inferior. Por el contrario, otras neuronas responden
con mas agudeza cuando los monos visualizan objetos que tienen alguna relevancia tras
un proceso de aprendizaje; este mecanismo se desencadena en un circuito entre la

corteza temporal y la corteza prefrontal (Desimone, 1996).

Es por tanto aceptado que el aprendizaje perceptual también se puede localizar
fuera del I6bulo temporal medial. Algunos autores asignan a la corteza visual secundaria
un papel importante en la memoria visual (Bussey y Saksida, 2007). En el cerebro de
mono, esta corteza visual recibe gran cantidad de proyecciones desde la corteza visual
primaria, y envia igual nimero de proyecciones a otras regiones visuales secundarias,
esto es, V3, V4 y V5 (Gattas y cols., 1997). La mayoria de las neuronas de la corteza
visual secundaria son activadas ante estimulos especificos, como orientacién, tamano,
color y forma (Hegde y Van Essen, 2000). Estudios anatdmicos implican a la capa 3 de
esta corteza en el procesamiento de la informacién visual. En contraste con la 3, la capa
6 de la corteza visual secundaria esta compuesta por numerosos tipos de neuronas, y su
respuesta a los estimulos visuales es mas compleja. Recientemente se ha descrito que
esta capa es crucial para el procesamiento de la memoria de reconocimiento. La
expresion de un tipo de proteina reguladora (RGS-14) en la capa 6 de la corteza visual

V2, promueve la conversion de la memoria de corto plazo a memoria a largo plazo. Asi
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mismo, la eliminacién selectiva de las neuronas de esta capa mediante toxinas, impide la

formacién de la memoria de reconocimiento (Lépez-Aranda y cols., 2009).

La hipoxia hipobarica altera también la amplitud de los potenciales excitatorios
postsindpticos (PEPS) visuales (Foster y cols., 1975). Se han observado alteraciones de
las agudeza visual (MacFarland 1972; Davis y cols., 1995) y en el reconocimiento de
colores (Kobrick, 1970). Muchas de las disfunciones citadas han sido descritas en
altitudes relativamente bajas, y suelen mostrar una rdpida reversabilidad tras el
descenso o el restablecimiento de los niveles normales de presién (Halperin y cols.,

1959).

1.2.2.3. Memoria espacial

La memoria espacial es el tipo de memoria responsable de almacenar
informacién sobre la localizacién y orientacién de un determinado lugar. Se puede
clasificar como memoria de corto y largo plazo. Se forma tras el procesamiento de toda
la informacién que el sujeto dispone sobre su visidon y propiorrecepcién. Las dos pruebas

mas utilizadas para evaluar cambios en el aprendizaje y memoria espacial son:

- Laberinto de brazos radiales (Olton y Samuelson, 1976). Existen multiples
variantes, de las cuales la mds conocida es el laberinto de 8 brazos, que se
describe mds adelante. En condiciones normales, la efectividad de la prueba
en roedores es muy alta, registrando éstos porcentajes muy elevados de éxito
en relacion al numero de visitas a brazos que no han sido explorados. En un
laberinto de 17 brazos, como promedio el 80% de las 17 primeras visitas son
a brazos que aun no han sido explorados (Olton y cols., 1997). Esta tendencia
se observa en el laberinto de 8 brazos, y en el de 16 y 24 brazos (Roberts,
1979). Parece establecerse un limite en la capacidad de desarrollo de la
prueba por parte de las ratas a partir de 24 — 32 brazos (Cole y Chappell-
Stephenson, 2003). En ratones, las diferencias en la capacidad de aprendizaje
vienen marcadas por el tipo de linaje utilizado; las diferencias parecen

correlacionar con el tamafio de las fibras musgosas del hipocampo (Crusio y
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Schwegler, 2005). Lesiones en la corteza prefrontal medial perjudican la
realizacidon de la tarea del laberinto (Becker y cols., 1980), mientras que la
region retrosplenial de la corteza cingulada es necesaria para la ejecucion de
ésta cuando se eliminan las claves o pistas colocadas en ciertos brazos (Vann
y cols., 2003).

- Laberinto de Morris (Morris, 1981). Este tipo de prueba tiene rasgos
especificos que la diferencian de otras de evaluacion del aprendizaje espacial;
los individuos que la ejecutan no tienen la posibilidad de dejar rastros que
faciliten la busqueda, y necesariamente deben ejecutar la prueba ante las
caracteristicas del medio donde se encuentran. Ademas, esta prueba esta
especialmente indicada para ratas, animales considerados como buenos
nadadores, todo lo contrario que los ratones, a los que puede inducirles un
gran cuadro de estrés. Ratas tratadas con bloqueadores del receptor NMDA
realizan la tarea de forma ineficaz, sugiriendo un papel importante del
receptor en este tipo de aprendizaje (Davis y cols., 2002). Lesiones en la
corteza perirrinal produce déficits en la memoria de trabajo y de referencia, e
incrementa la tasa de errores durante el entrenamiento en esta tarea (Liu y

Bilkey, 1998).

El aprendizaje espacial y la memoria dependen del estado funcional de varias
regiones cerebrales, especialmente del hipocampo y, en los mamiferos, en concreto, del
area CA1l (Gilbert and Brushfield, 2009; Sharma y cols., 2010). Las cortezas parietal
(Colby y Goldberg, 1999) y prefrontal medial (Lee y Kesner, 2003) codifican informacién
cuando el marco de referencia es el sujeto (espacios egocéntricos), mientras el
hipocampo almacena (Ramos, 2000) y procesa (Liu y Bilkey, 2001) informacién espacial

de lugares en el que éste no es la referencia (espacios alocéntricos).

El hipocampo también es importante para el almacenaje de este tipo de espacios
en la memoria espacial a largo plazo (Winocur y cols., 2005). El bloqueo farmacolégico
de proteinas de sefalizacién en hipocampo y corteza entorrinal revela, en individuos
tratados, problemas para dirigirse a puntos concretos, y perjudica la capacidad para

recordar localizaciones precisas (Hebert y Dash, 2004). Solo la lesién dorsal del
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hipocampo afecta a la recuperacion, al procesamiento de la memoria a corto plazo, y a
la conversion de ésta a largo plazo (Moser y Moser, 1998; Lee y Kesner, 2003), mientras
qgue la lesiéon ventral no provoca déficits en la memoria espacial (Bannerman vy cols.,
2002). Diferencias entre hemisferios también han sido halladas (Maguire y cols., 1997).
Por otro lado, la sinapsis CAl-corteza entorrinal esta involucrada en la memoria de
reconocimiento de lugares (Brun y cols., 2002), mientras que las sinapsis corteza
entorrinal-giro dentado-CA3-CA1 se asocia con el recuerdo y memoria de esos lugares

(Goodrich-Hunsaker y cols., 2008).

El aprendizaje espacial requiere de los receptores NMDA y AMPA; el proceso de
consolidacidon de la memoria requiere del primero, mientras que la recuperacion de esta
memoria necesita del segundo (Liang y cols., 2004). La funcién de los receptores NMDA
depende del lugar concreto del hipocampo donde estan presentes; asi, en el area CA3
son necesarios para la reorganizaciéon de la informacion espacial, mientras que en el drea
CA1 se relacionan con la adquisicidon de la informacidon que necesita ser recuperada tras

un periodo de tiempo que excede el corto plazo (Lee y Kesner, 2002).

Existe en el cerebro un mapa del espacio organizado topograficamente, a través
de un tipo de neuronas denominadas células en red (del inglés grid cells), halladas en la
porcion dorsocaudal medial de la corteza entorrinal (Hafting y cols., 2005; Fyhn y cols.,
2008). Esta region transforma la informacion espacial recogida del ambiente y la
almacena en estas neuronas como representacion alocéntrica del ambiente (Fyhn y
cols., 2004). También participa en la codificacién de propiedades geométricas del
espacio; su lesidn perjudica el uso de pistas o claves lejanas que ayuden a orientarse
sobre el espacio (Parron y cols., 2004). La region retrosplenial del hemisferio izquierdo
también estd involucrada en el procesamiento de estas propiedades geomeétricas
(Maguire, 2001; Parron y Save, 2004) y de la memoria para espacios alocéntricos (Vanny

Aggleton, 2002).

La corteza prefrontal medial participa en la codificacion de la memoria espacial a
corto plazo cuando existe algun tipo de recompensa en la prueba (Pratt y Mizumori,
2001). Es por ello que es necesaria para el desarrollo de pruebas con restriccién

alimentaria inducida, como es el caso del laberinto de 8 brazos. También esta implicada
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en la organizacion temporal de la tarea (Kesner y Holbrook, 1987). El hemisferio
izquierdo de esta regidn analiza las referencias espaciales y sus relaciones con un evento
acaecido en el lugar, mientras el hemisferio derecho se encarga de procesar las

caracteristicas de lugares concretos (Slotnick y Moo, 2006).

1.3. SINAPSIS TALAMICO-CORTICALES

1.3.1. Corteza prefrontal medial. Proyecciones

La region prefrontal es la zona mas anterior de los l6bulos frontales, ubicada en
la porcién inmediatamente por delante de la corteza motora y premotora, y ocupa la
parte mds grande de la corteza frontal. Esta regidn esta relacionada con la memoria de
trabajo y con acciones que se ejecutan cuando se necesita del procesamiento de
informacién variable, incluyendo las intenciones del individuo (Miller y Cohen, 2001). Es
una regién de naturaleza dopaminérgica predominantemente (Sawaguchi y Goldman-
Rakic, 1991). Su estimulacion eléctrica, ademds, no genera movimientos en el individuo.
Se ha hallado que la corteza prefrontal contiene diferentes tipos de neuronas que se
encargan, durante la realizacion de una tarea, de registrar el estimulo sensorial, de
mantenerlo en linea, y de liberar la respuesta motora, siguiendo una secuencia

temporal.

La corteza prefrontal varia en morfologia y complejidad en las distintas especies
en funcién del desarrollo filogenético, distinguiéndose las dreas ventral, lateral y medial,
en roedores. Esta Ultima, la corteza prefrontal medial, comprende las porciones
cingulada anterior (area medial), prelimbica, e infralimbica (darea mas ventral), entre

otras.

Entre sus conexiones destaca la del ndcleo mediodorsal del talamo
(Groenewegen y cols., 1988). Existen conexiones locales entre las diferentes areas de la
corteza prefrontal, y se cree que es en ellas donde se procesan comportamientos

complejos (Miller y Cohen, 2001). Las proyecciones de esta corteza varian en funcién de
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las zonas en las que se divide. De esta forma, la corteza infralimbica en ratas recibe
aferencias del resto de la corteza prefrontal, corteza entorrinal, area CA1 del hipocampo
y subiculum, prosencéfalo basal (entre ellos el septum medial y los nucleos de la banda
diagonal de Broca), distintos nucleos del talamo (paratenial, paraventricular,
anteriormedial, inter-antero-dorsal, centralmedial, y reuniens), zonas de la amigdala,
hipotalamo, tronco cerebral y médula (Hoover y Vertes, 2007). Por su parte, envia fibras
a otras zonas de la corteza, amigdala, algunas regiones del prosencéfalo basal, estriado,
nucleos del tdlamo (paratenial, paraventricular, mediodorsal, inter-mediodorsal, inter-
antero-dorsal, centralmedial y reuniens), hipotdlamo y numerosas zonas del tronco
cerebral, entre ellas el nucleo del tracto solitario (Vertes, 2004). Estas proyecciones

estan relacionadas con el control auténomo del organismo.

Las siguientes proyecciones en ratas alcanzan a la corteza prelimbica: otras
regiones de la corteza (otras partes de la corteza prelimbica, corteza infralimbica,
corteza cingulada anterior, corteza orbital medial y ventral y corteza insular granular),
corteza perirrinal, corteza entorrinal, area CA1l del hipocampo, subiculum, diversos
nucleos del talamo (paratenial, paraventricular, mediodorsal, centromedial, romboidal y
reuniens), distintas partes del prosencéfalo basal, de la amigdala, del hipotdlamo, del
tronco cerebral, y la médula (Hoover y Vertes, 2007). Los principales eferentes de la
corteza prelimbica son: otras zonas de la corteza prefrontal, corteza entorrinal, nucleos
de la via olfatoria, estriado, nucleos del tdlamo (paratenial, paraventricular,
anteriormedial, inter-antero-dorsal, centralmedial, y reuniens), amigdala, algunas
regiones del prosencéfalo basal, hipotdlamo, y numerosas zonas del tronco cerebral
(Vertes, 2004). Estas proyecciones que parten de la corteza prelimbica se relacionan con

el procesamiento cognitivo y motivacional.

La corteza cingulada recibe aferencias procedentes del tdlamo y del resto de la
corteza cerebral, y envia eferentes a la corteza entorrinal a través del giro cingulado. A
su vez, la corteza cingulada anterior recibe aferencias de los nucleos taldamicos
intralaminar y medial. Los nucleos ventrales anterior y lateral del tdlamo envian
proyecciones al surco cingulado (McFarland y Haber, 2000). Por su parte, la corteza
cingulada anterior envia proyecciones al nucleo anterior y, a través del giro cingulado, a

areas limbicas. El giro cingulado rostral envia eferentes al giro temporal superior rostral,
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corteza orbitofrontal medial y corteza prefrontal lateral. La parte ventral de esta corteza
envia proyecciones a la corteza insular anterior, a la corteza premotora, al area
perirrinal, a la corteza orbitofrontal, el nucleo laterobasal de la amigdala y a la parte
rostral del I6bulo parietal inferior (Pandya y cols., 1981). Tradicionalmente, la corteza

cingulada ha estado relacionada con el control de la expresién emocional.

La corteza prefrontal medial (corteza infralimbica y prelimbica) participa en los
procesamientos de informacion de alto grado, dentro de los cuales se incluyen: la
atencién selectiva, la memoria de trabajo, la toma de decisiones y la elaboracion de

comportamientos dirigidos hacia un objetivo.

1.3.2. Nucleo mediodorsal del tdlamo. Proyecciones

El ndcleo mediodorsal del tdlamo contiene células fusiformes y poligonales de
tamafio medio. Se encuentran organizadas medialmente y, en general, en la zona mas
lateral, las células tienen tendencia a formar agrupamientos. Este nucleo se extiende
hacia adelante, alcanzando el borde del nicleo anterodorsal del tdlamo. A este nivel, el
nucleo mediodorsal puede ser delimitado ventralmente por el vecino nucleo paratenial,

en el cual las neuronas aparecen mas dispersas y mas ligeramente tefidas.

El talamo, en general, se califica como un filtro de la informacidn sensorial antes
de pasar a la corteza cerebral, y es interconector con muchas de las estructuras que
componen la corteza. Ademds, se le asignan numerosas funciones; el nucleo
mediodorsal se ha descrito como una estructura que participa en la memoria. Posee
inervacién dopaminérgica en general, y colinérgica, hacia distintos nucleos que lo
componen. Desde el nucleo tegmental laterodorsal se envian proyecciones colinérgicas

al nucleo mediodorsal (Satoh y Fibiger, 1986).

El tdlamo como unidad estructural recibe y envia proyecciones a la corteza, por
lo que se establece un vinculo bidireccional entre ambas regiones. En este sentido, el
nucleo mediodorsal del tdlamo no es una excepcidn, y también establece conexiones
reciprocas, y entre ellas, en concreto, con la corteza prefrontal. Para determinar la
especificidad de las aferencias que reciben las distintas regiones del nicleo mediodorsal

del tdlamo se recurre generalmente a inyecciones de sustancias que pueden ser
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transportadas eficientemente tanto de forma anterégrada como retrdégrada
(Groenewegen, 1988). Los resultados indican que el nudcleo mediodorsal puede ser
dividido, en base a su ordenacion sinaptica y las conexiones que establece con la corteza
prefrontal, en 4 segmentos: medial, central, lateral y paralamelar. A parte de esta
divisién, se pueden establecer diferencias en este nucleo entre sus partes rostrocaudal y

dorsoventral.

Un variado numero de estructuras subcorticales envia proyecciones al nucleo
mediodorsal. El nucleo reticular taldamico envia eferentes a la parte mas rostral y caudal
del nucleo mediodorsal, desde sus regiones mas rostrales y ventrales, respectivamente.
Desde el tronco cerebral (nucleo de rafe, locus coeruleus, formacién reticular, entre

otras) también se envian proyecciones al nucleo.

El segmento medial recibe aferencias de un amplio numero de estructuras del
sistema limbico (amigdala, corteza entorrinal lateral, los nucleos de la banda diagonal de
Broca, y el area preodptica lateral, entre otras) y de estructuras pertenecientes a los
ganglios basales (pallidum ventral, drea tegmental ventral y sustancia nigra). Por otro
lado, la parte mas rostral de este segmento se conecta de forma reciproca con la corteza
prelimibica y cingulada anterior, principalmente. La parte mds medial de este segmento,
adyacente al nucleo paraventricular, recibe fibras de la corteza infralimbica. Esta zona,
incluyendo al nucleo paraventricular, contiene un plexo de fibras dopaminérgicas, y
recibe axones del nucleo accumbens, el nucleo del lecho de la estria terminal, el
hipotdlamo mediodorsal, el subiculum, el nucleo parabraquial y el nucleo del tracto

solitario.

El segmento central difiere del medial en cuanto a que recibe con mayor
intensidad y especificidad aferencias desde estructuras relacionadas con el sistema
olfatorio, tales como las capas profundas de la corteza piriforme. El segmento central
también recibe aferencias de los nucleos de la banda diagonal de Broca, el area
predptica lateral y el hipotalamo lateral. Este segmento envia y recibe fibras de la
corteza insular agranular y de areas orbitales laterales. Asimismo, la porcion del
segmento lateral mas caudal del nicleo mediodorsal proyecta a la corteza precentral y

cingulada anterior (Groenewegen, 1988).
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La literatura que trata sobre los efectos cognitivos o la actividad cerebral
asociada a la hipoxia hipobdrica en el tdlamo es escasa. Existen evidencias, tras un
episodio de hipoxia aguda, de sintomas de amnesia severa. Mediante la técnica de
tomografia de emisidn de positrones (PET), se ha analizado la demanda de glucosa
(indicador de la actividad cerebral) en pacientes que han sufrido este efecto tras la
exposicidon a hipoxia. Como era de esperar, estos pacientes muestran bajos valores en el
hipocampo y zonas adyacentes, como la formacién hipocampal. Tras un exhaustivo
analisis de neuroimagen, se ha determinado también la disfuncionalidad del tdlamo en
estos pacientes; los datos reflejan de forma bilateral unos bajos niveles metabdlicos en
el tdlamo. Las proyecciones entre el tdlamo y estructuras del |6bulo temporal medial

parecen ser cruciales en este tipo de amnesia (Reed y cols., 1999).

Es posible establecer una base estructural entre el tdlamo vy la integracién de la
informacidn visceral o ambiental en el organismo. Proyecciones que parten del nucleo
taldmico intralaminar extienden colaterales a la divisidn viscero-sensorial del nucleo del
tracto solitario. Estas conexiones podrian coordinar cambios en las respuestas reflejas
auténomas (Otake y cols., 1994) en las que participa el nucleo del tracto solitario, y
entre ellas la respiracién y otras respuestas de control visceral que se activan como

respuesta a la hipoxia hipobarica.

1.4. SISTEMA COLINERGICO

1.4.1. Acetilcolina

Los mecanismos a largo plazo que subyacen a las reacciones bajo condiciones de
hipoxia no estan muy claros aun, aunque probablemente estén involucrados varios
factores determinantes. Numerosos estudios sobre los efectos de la hipoxia hipobarica
en neurotransmisores del sistema nervioso central han revelado un papel importante de
éstos en el proceso (Gibson y cols., 1981). Mas concretamente, el peso e importancia

gue tiene la acetilcolina (ACh) en la literatura especifica es cada vez mayor. La ACh es un
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neurotransmisor del sistema nervioso central y periférico, formado por la unién de
colina y un éster de acido acético. Se libera en las terminales presinapticas, aunque en
determinadas ocasiones también puede ser liberada en otras zonas (Mesulam, 1994),

ejerciendo de esta forma un efecto de difusion.

La ACh liberada en los terminales axdnicos ejerce sus efectos a través de los
receptores nicotinicos y muscarinicos. Estos ultimos predominan en la corteza cerebral
de los mamiferos. Hasta ahora, han sido reconocidos 5 subtipos de receptores
muscarinicos (m1-m5), producto cada uno de un gen distinto. La mayor cantidad de
receptores M1 se alcanzan en las cortezas limbica y asociativa. En contraste, los mayores
niveles del receptor M2 se obtienen en la corteza sensorial primaria y en dreas motoras

de la corteza (Mesulam, 1994).

La acetilcolina juega un papel relevante en varias funciones en el hipocampo. Se
asocia a procesos de aprendizaje y a la neurogénesis en giro dentado (Mohapel y cols.,
2005). El neurotransmisor también se encuentra involucrado en aspectos como la
retencién de la memoria (Becker y cols., 1981) y en la memoria espacial (Kim y Levin,
1996). La liberacién del neurotransmisor en neuronas hipocampales media en procesos
tales como la habituacién o el miedo (Acquas y cols., 1996), un tipo de aprendizaje
estudiado en condicionamiento cldsico para disminuir la respuesta de sobresalto del
estimulo neutro. Aparte de estas funciones, las neuronas colinérgicas enddgenas estan
relacionadas con la induccién de la potenciacién a largo plazo (Maeda vy cols., 1994; Fuijii

y cols., 2000).

Durante el envejecimiento, se manifiestan importantes pérdidas en la funcidn
colinérgica, causadas por la degeneracién dendritica, axonal y sinaptica. Esta
degeneracion estd asociada a la disminucion de la expresidn génica, alteracién de la
sefalizacion intracelular, descenso de los niveles tréficos y atrofia asociada al transporte
en el citoesqueleto (Schliebs y Arendt, 2011). El efecto mds notorio de esta
degeneracion es la pérdida de memoria (Bigl y cols., 1990; Schliebs y Arendt, 2006). Por
otro lado, una lesion en las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (septum medial
y nucleos vertical y horizontal de la banda diagonal de Broca, entre otros) también

desencadena déficits en la memoria de trabajo (Easton y cols., 2011). A grandes rasgos,
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los efectos que esta degeneracién y lesidon colinérgica provocan son similares a los

efectos que la hipoxia hipobdrica conlleva.

1.4.1.1. Distribucion

Estudios inmunohistoquimicos y de hibridacién in situ han detallado la
distribucién general de la acetilcolina en el sistema nervioso central: septum medial,
nucleos vertical y horizontal de la banda diagonal de Broca, nucleo basal de Meynert,
nucleo caudado, putamen, nucleo accumbens, nicleo tegmental pedunculopontino,
nucleo tegmental laterodorsal, nucleo habenular medial, nicleo parabigeminal, algunos

nlcleos de nervios craneales y el cuerno anterior de la médula espinal (Oda, 1999).

La acetilcolina juega un papel esencial en la estructura, funcionamiento vy
mantenimiento de los circuitos corticales (Berger-Sweeney, 2003). Las neuronas
colinérgicas proyectan sus axones a varias regiones, constituyendo una extensa y
compleja red por todo el sistema nervioso central. Los nucleos basales del prosencéfalo
proporcionan las proyecciones colinérgicas mas importantes hacia toda la corteza
cerebral e hipocampo. Este complejo comprende el septum medial, los nucleos vertical y
horizontal de la banda diagonal de Broca y el ndcleo basal de Meynert. Otras
proyecciones importantes desde el septum medial y el resto del proséncefalo basal son
el complejo de la amigdala, el bulbo olfatorio, y distintos nucleos del tdlamo (Mesulam y

cols., 1983).

Algunos estudios han revelado la importancia de Ila via colinérgica
septohipocampal (Lewis y Shute, 1967). En el hipocampo, la mayor parte de la
inervacion colinérgica proviene de las zonas mas rostrales, es decir, de los somas
neuronales del nucleo septal y el nucleo vertical de la banda diagonal de Broca (Mc

Kinney y cols., 1983; Rye y cols., 1984), a través de la fimbria y el fornix (Peterson, 1994).

Al medir la densidad de axones inmunotefiidos por anticuerpos contra ChAT en el
area CA1, CA3 y giro dentado en el hipocampo de ratones, éstos dan como resultado
13.9, 16.1 y 15.8 m de axones por mm?, respectivamente. Al medir la densidad de

varicosidades inmunotefiidas en estas mismas regiones, los valores obtenidos son: 5.6,
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6.4 y 6.3 millones por mm?, respectivamente (Aznavour y cols., 2002), lo cual prueba la
importancia de la via colinérgica en estas zonas. Visto por laminas, los tipos neuronales
gue presentan mayor inmunoreactividad son el stratum lacunosum molecular en CA3,
las células piramidales en CA3 y CA1, y la capa molecular en giro dentado (Aznavour y
cols., 2002). Interneuronas colinérgicas también han sido halladas en el hipocampo
(Houser y cols. 1983); se estima que entre el 5 y 10% de la actividad colinérgica del
hipocampo proviene de estas células (Gage y cols., 1983). En cambio, ante lesiones
selectivas en la via septohipocampal, estas interneuronas son incapaces de compensar la

pérdida de actividad colinérgica procedente de esa via principal (Frotscher, 1988).

Varios estudios, en los cuales se lesiona el septum (Johnson y cols., 2002) o la via
septohipocampal (Cassel y cols., 1997), muestran un posterior déficit en la memoria
espacial en los individuos lesionados. En cambio, extensas lesiones en la inervacién
septohipocampal provocadas por inyecciones de 192 IgG saporina, una inmunotoxina
altamente selectiva en la destruccion de neuronas colinérgicas del septum medial,
muestran débiles o nulos efectos sobre la memoria (Baxter y Gallagher, 1996; Baxter y
cols., 1996; McMahan y cols., 1997), sugiriendo la posible implicaciéon de otras causas en
la afeccion de ésta. Este tipo de lesion téxica y selectiva reduce los niveles de ACh en
septum (hasta un 61%) e hipocampo (superiores al 75%) en ratas. Estos individuos
lesionados muestran hiperactividad a las 4 semanas de la lesién, alteracién en la
atencion (o incremento en la motivacion), pero no se ven afectados en la adquisicién del
aprendizaje espacial (Van der Staay y cols., 2006). Existen, por tanto, numerosas
evidencias de que el sistema colinérgico septohipocampal no es el Unico implicado en
este tipo de aprendizaje y memoria, o de que, al menos, el grado de lesidon debe de ser

aun mayor para erradicarlos.

La inervacion colinérgica a la corteza cerebral, ampliamente estudiada (Shute y
Lewis, 1967), ha sido abordada a través de métodos de localizacion
inmunohistoquimicos, entre otros. Se ha hallado marcaje (a través de anticuerpos
especificos contra ChAT) en células bipolares, axones y terminales en todas las dreas
corticales; la densidad de terminales inmunoteiiidos ha resultado ser especialmente alta
en la corteza entorrinal y piriforme (Eckenstein y cols., 1988). Una compleja distribucion

del marcaje colinérgico se observa al hacer una comparativa entre las distintas capas de
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la corteza. En la corteza motora y en la mayoria de las areas sensoriales, la densidad de
terminales es mayor en las capas 1 y 5, mientras que es mads baja en la capa 4. En
contraste, en corteza visual la capa 4 es la de mas intensa inmunotincién. La mayoria de
las estructuras colinérgicas en corteza derivan de proyecciones desde el prosencéfalo.
De ahi derivan importantes vias que hacen sinapsis con los distintos elementos de la
corteza. Una de ellas se origina en el septum y el adyacente nucleo horizontal de la
banda diagonal de Broca, y atraviesa el cuerpo calloso y la corteza cingulada hasta llegar
al resto de la corteza. Otra via destacada procede del globo palido, que a través del

nucleo caudado y el cuerpo calloso emerge en la corteza (Eckenstein y cols., 1988).

1.4.2. Colina acetiltransferasa

La colina acetiltransferasa (en inglés, Choline Acetyltransferase, ChAT) es la
enzima responsable de la biosintesis de acetilcolina (Nachmansohn y Machado, 1943).
Es una proteina globular de cadena sencilla que cataliza la transferencia de un grupo
acetil, proveniente de acetil coenzima A (acetil-CoA), a la colina, para formar acetilcolina
(fig. 1.3.). ChAT es sintetizada en el soma de neuronas colinérgicas, y transportada a los
terminales a través de flujos axoplasmicos; alli la enzima presenta dos formas: una
soluble y otra asociada a fragmentos de membrana, en entornos ligeramente acidos
(Fonnum, 1966). Junto a ésta se asocia el transportador vesicular para acetilcolina
(VAChT), que se encarga del transporte de ACh desde el citoplasma hasta las vesiculas
sindpticas, con consumo de energia, y que se encuentra estrechamente ligado a la

expresion de ChAT (Oda, 1999).

Numerosos experimentos han detallado la distribucion general de la enzima
ChAT en rata (Sofroniew y cols., 1982; Mesulam vy cols., 1983). Utilizando anticuerpos
especificos, se ha descrito la distribucién en el cerebro de ratones. Las zonas con
presencia de la enzima en estos animales son: septum medial, nucleos vertical y
horizontal de la banda diagonal de Broca, nucleos basales, regio superior, nucleo
oculomotor, nucleo cuneiforme pedunculopontino, nucleo tegmental laterodorsal,
nucleo parabigeminal, nucleo habenular medial, y el nucleo craneal motor (Mufson y

Cunningham, 1988). Coinciden las zonas mencionadas con las de expresion del
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neurotransmisor ACh, como era de prever. En el estudio de Mufson y Cunningham,
ademas, se hallod la presencia de la enzima en los somas de algunas neuronas a lo largo
de la corteza cerebral e hipocampo. En ratas también se ha comprobado esta ultima

maxima (Eckenstein y Thoenen, 1983; Levey y cols., 1984; Eckenstein y cols., 1988).

1.4.3. Acetil colinesterasa

La acetil colinesterasa (en inglés, Acetylcholinesterase, AChE) es la enzima
encargada de hidrolizar a la acetilcolina en la hendidura sinaptica durante la sinapsis (fig.
1.3.). Descompone la acetilcolina en un grupo acetato y una molécula de colina
mediante sucesivas reacciones: el neurotransmisor interacciona con el sitio activo de la
enzima, formando el complejo activado, se conforman enlaces covalentes y, finalmente,
se produce la hidrélisis y se restituye la actividad enzimatica (Rosenberry, 1975; Barnett
y Rosenberry, 1977; Rosenberry y cols., 1982). Posee una alta actividad catalitica; puede

hidrolizar miles de moléculas de ACh durante un evento.

Esta enzima también se localiza en los glébulos rojos. Junto con este tejido, en el sistema
nervioso presenta otras isoformas. Los subtipos exclusivos del sistema nervioso tienen
actividades enzimaticas muy parecidas, pero difieren en su expresion y en el proceso de
ensamblaje de sus aminoacidos, presentando distintos péptidos en el extremo C-
terminal de su estructura (Meshorer y Soreq, 2006). Aunque los métodos
inmunohistoquimicos para hallar la AChE proporcionan datos validos en lo referido a la
distribucién de la enzima en las distintas estructuras colinérgicas, estos procedimientos
pueden marcar componentes distintos de la enzima, o subtipos generados en estados
patoldgicos o de estrés, como en el caso de la enzima con un splicing alternativo, R
(Massoulié, 2002). Se puede decir, de esta manera, que los anticuerpos contra AChE

poseen menor especificidad como marcadores colinérgicos (Levey y cols., 1984).
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Figura 1.3. Mecanismo neuronal de sintesis y degradacion de la acetilcolina. Se muestra la ruta de
sintesis, transporte, eliminacidn y reciclaje de la molécula de ACh. Abreviaturas: ATP, adenosin trifosfato;
ADP, adenosin difosfato; ATPase, proteina de desfosforilacién; H', protén; VAChT, transportador vesicular

para acetilcolina. Traducido de Oda, 1999.

1.4.4. Efectos de la hipoxia hipobarica sobre el sistema colinergico

El sistema colinérgico es especialmente vulnerable a la hipoxia. Se produce una
disminucion en la sintesis de acetilcolina bajo estas condiciones (Gibson y Duffy, 1981).
La reduccién en la sintesis puede ser debida principalmente a los cambios de expresién
de la enzima que se encarga de la sintesis, y/o la enzima encargada de su degradacion.
La reduccidn en la sintesis puede ser debida complementariamente a las consecuencias

derivadas del bloqueo de la glucolisis (Gibson y Biass, 1976).

La hipoxia también produce una inhibicién parcial en la liberacién de ACh
(Chleide e Ishikawa, 1990), probablemente por la alteracién en la homeostasis para el

calcio, fendmeno muy ligado a la hipoxia. Sin embargo, una exposicién prolongada en el
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tiempo a hipoxia permite el aumento de EPO, y éste hace aumentar la corriente de K+
en las neuronas (Yamamoto y cols., 2000), por lo que podria favorecer en tal caso la

neurotransmision.

Una exposicion a condiciones de hipoxia de 6100 m de altura simulada durante 7
dias, provoca en ratas el incremento en la actividad de la AChE, la disminucion en los
valores de acetilcolina y dafio celular critico. Ademas, afecta al aprendizaje en la prueba

del laberinto de Morris (Muthuraju y cols., 2009, 2010, 2011).

La alteracidn del sistema colinérgico que se observa tras una exposicién a hipoxia
intermitente también puede asociarse a los déficits en la memoria de trabajo
encontrados. Tras una exposicién alternante de 90 segundos con niveles normales de O,
y con niveles del 10% de O, (equivalentes a unos 5000 metros de altura), durante el
suefio, la memoria de trabajo en el paradigma de laberinto de Morris se ve perjudicada,
y las neuronas marcadas con anticuerpos para ChAT disminuyen significativamente en

todo el prosencéfalo basal, tras 15 dias de exposicion (Row y cols., 2007).

El factor de crecimiento nervioso (NGF) produce un aumento significativo en su
expresion tras una exposicion moderada a hipoxia en ratas, y es critico en la sefializacién
celular para la activacién de otros genes (Milbrandt, 1987). En varios estudios se ha
podido constatar cémo el NGF aumenta la actividad de las enzimas AChE y ChAT, y
parece incrementar la expresion de ChAT (Nonner y cols., 1996) y la expresiéon del

receptor muscarinico M2 (Férander y cols., 1996).

La presencia de zinc en el cerebro también puede estar involucrada en el
desbalance del sistema colinérgico, y el daifio neuronal asociado, que una exposicién a
hipoxia desencadena. Durante un episodio de hipoxia, se acumula zinc dentro de las
células piramidales de CA3, se produce muerte neuronal y la memoria se ve perjudicada.
El Ca,EDTA es un quelante de zinc que puede utilizarse para evaluar la importancia de
este elemento durante tales episodios. La administracion de Ca,EDTA puede quelar el
zinc disponible tanto dentro como fuera de las células, incluido el procedente de
vesiculas sindpticas. La quelacion de este elemento en el organismo hace aumentar la
expresion de ChAT, y restablece la actividad de la AChE (éste posee un sitio de unién al

zinc) a los niveles de pre-exposicion (Udayabanu y cols., 2012). También hace mejorar la
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memoria espacial y asociativa y reduce el dafo neuronal en ratones, tras la hipoxia. El
zinc disponible en el cerebro tiene pues una funcion clave en las disfunciones de la

memoria y el daifio neuronal asociado a la hipoxia hipobarica.

Los receptores muscarinicos M1 (Anagnostaras y cols., 2003) y M4 (Tzavara y
cols., 2003) estan involucrados en la neurotransmisiéon hipocampal y en funciones
cognitivas. La administracién de zinc en el organismo aumenta la densidad de los
receptores muscarinicos en las neuronas (Bonfante-Cabarcas y cols., 2002) e incrementa
la expresion de los receptores muscarinicos M1 y M4. A su vez, los receptores
muscarinicos tipo M1 median el intercambio de zinc en las células (Zuchner y cols.,
2006). Se ha observado que la alteracién en la expresidn de los receptores muscarinicos
puede desaparecer por la quelacién del zinc, lo que sugiere el papel relevante de este

elemento en todo el sistema colinérgico, incluidos sus receptores.

1.4.5. Mediacion del sistema colinérgico en los efectos provocados por la hipoxia

hipobarica

El sistema colinérgico, a su vez, puede regular y controlar los efectos que la
hipoxia produce sobre la integridad de las células y las funciones cognitivas. Los
componentes del sistema colinérgico, tales como AChE y ChAT, son cruciales para
explicar el deterioro cognitivo (Bigl y cols., 1990; Bohnen y cols., 2005; Schliebs y Arendt,
2006; Row y cols., 2007; Easton y cols., 2011). Inhibidores de la acetil colinesterasa

pueden amortiguar algunos de los efectos que la hipoxia hipobarica provoca.

Una exposicidon a hipoxia hipobarica provoca en ratas una disminucidon en los
valores de acetilcolina, incremento en la actividad de la AChE y dafio celular y cognitivo.
La administracion de fisostigmina y galantamina, ambos inhibidores de |la AChE, hacen
disminuir los valores de la AChE, aumentar la ChAT y mantener la morfologia de las
células intacta. Ademas, revierten el déficit de aprendizaje observado (Muthuraju y cols.,

2009, 2010, 2011).

La HIF -1a (subunidad a del factor inducible por hipoxia) es una proteina que

actua como factor de transcripcién, y se expresa en condiciones naturales bajo hipoxia
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(Ratcliffe, 2003). Este inhibidor de la AChE es capaz de aumentar la expresion de HIF-1a
en condiciones normales de presidn. A su vez, la induccién de HIF-1a va seguida del
aumento de la expresion de VEGF (del inglés vascular endothelial growth factor), y

ambos actuan en la formacién de vasos y capilares (Kakinuma y cols., 2010).

Por otra parte, también se ha comprobado que la expresiéon de HIF-1a, por
induccién de hipoxia, facilita la angiogénesis (Pugh y Ratcliffe, 2003). Otros estudios
describen el papel general que juega el sistema colinérgico sobre la angiogénesis
(Kakinuma y cols., 2005). Estos hechos hacen ver el papel importante que juega la
angiogénesis como respuesta a la hipoxia, y la mediacién del sistema colinérgico en todo
el proceso. Otros estudios, en cambio, otorgan un papel totalmente opuesto en la
angiogénesis al inhibidor de la AChE. Recientes estudios muestran que el tratamiento
con donepezilo, utilizado comunmente en farmacologia para paliar los efectos que
provoca la enfermedad de Alzheimer, reduce la produccién de citoquinas en el proceso
inflamatorio (Reale y cols., 2005). Estas citoquinas juegan un papel critico en la
vascularizacion (Carmeliet, 2003; Tateno y cols., 2006), observado en un modelo de
isquemia en extremidades inferiores. Con estas premisas, algunos autores (Miyazaki y
cols., 2012) afirman que el donepezilo reduce la expresion de interleucinas y de VEGF, y

con todo, reduce el proceso de angiogénesis.

En lo que respecta a la funcidon primaria del donepezilo, éste muestra una
capacidad limitada en el cerebro para inhibir a la acetil colinesterasa (Kuhl y cols., 1999).
Utilizando la tomografia de emision de positrones, el tratamiento con donepezilo
muestra una modesta inhibicién en la actividad de la AChE, mas intensa en la corteza
cingulada anterior. Los sujetos que mayor inhibicién presentaban con el tratamiento de
este farmaco realizaban mejor el test de Stroop (tarea que relaciona colores con
nombres); se puede asociar asi la inhibicién de AChE con cambios en las funciones

ejecutivas y de atencién (Bohnen y cols., 2005).
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1.4.6. Consideraciones morfofuncionales acerca de las estructuras cerebrales

estudiadas
1.4.6.1. Septum medial y complejo de la banda diagonal de Broca

El ndcleo septal medial (o septum medial) y el nicleo de la banda diagonal de
Broca (también pueden ser dividido en nucleo —o brazo- horinzontal y nucleo —o brazo-
vertical) forman un arco convexo de fibras mielinizadas situado en el prosencéfalo.
Ambas zonas contienen una abundante poblacién de células colinérgicas. La acetilcolina
es el principal neurotransmisor de estas vias, aunque otras vias tienen naturaleza GABA-
érgica. Varios péptidos, como la sustancia P, encefalina, galanina y neurotensina,
también estdn involucrados. Ante tal variedad de componentes, tres tipos heterogéneos

de células pueden ser definidos:

- Por un lado, aquellas células que expresan las enzimas colina
acetiltransferasa (ChAT) y acetilcolinesterasa (AChE). La mayoria de éstas
coexpresan otros neurotransmisores (glutamato, éxido nitrico, entre otros),
neuropéptidos (galanina) y/o receptores (NGF).

- Un segundo tipo es el formado por neuronas GABA-érgicas, la mayoria de las
cuales expresa péptidos y/u otras proteinas. Algunas de ellas son factores
tréficos, proteinas ligadas a calcio, etc. Algunas GABA-érgicas actuan como
interneuronas locales, mientras otras proyectan a la corteza.

- Un tercer grupo estda formado por neuronas que producen la hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH), diseminadas a lo largo del complejo
septal y, mds caudalmente, repartidas por la regién perdptica. Algunas de
estas neuronas también actian como neuroendocrinas.

El complejo septal medial recibe fibras ascendentes y descendentes. Muchas
proceden del tronco del cerebro, y son de naturaleza GABAérgica, glutamatérgica,
colinérgica, serotoninérgica, dopaminérgica y norepinefrinérgica. Muchas son
conexiones bidireccionales que se establecen en particular con varios nucleos del
hipotalamo posterior y la formacién reticular. Los ndcleos supramamilar, posterior y
lateral del hipotalamo parecen constituir una de las principales fuentes de las

proyecciones ascendentes. Algunos otros nucleos troncoencefalicos que proyectan al

55



Introduccion

complejo septal medial son el interpeduncular, area tegmental ventral, rafe, tegmental

laterodorsal y locus coeruleus.

Las conexiones al septum medial y a los nucleos de la banda diagonal de Broca,
ademas, se caracterizan por salidas masivas del telencéfalo a estas zonas. El complejo
septal también envia proyecciones a la corteza, en la conocida como inervacién
septocortical; parten a distintas zonas del hipocampo, mPFC, corteza piriforme y otras
areas de la corteza cerebral. Las zonas lateral, septofimbrial y septohipocampal del
complejo septal medial parecen enviar fibras a distintas partes del hipocampo, y
viceversa. En concreto, el septum medial proyecta esencialmente hacia el hipocampo y
su formacioén. Por el contrario, los nucleos vertical (VDB) y horizontal (HDB) de la banda
diagonal de Broca lo hacen, tanto al hipocampo, como a otras regiones de la corteza,
tales como piriforme, cingulada y entorrinal (Risold, 2004). Se han descrito densas
proyecciones provenientes del ndcleo del septum lateral hacia el complejo septal

medial, aunque hay investigadores que no apoyan esta maxima.

Se ha sugerido que el septum medial y los nucleos de la banda diagonal de Broca
participan en la memoria y la cognicién, asi como en patologias asociadas, como la
enfermedad de Alzheimer. Una accién similar se ha descrito para la componente
serotonérgica del nucleo de rafe, que recibe aferencias provenientes del complejo septal
medial (Kalen y Wicklund, 1989). Al mismo tiempo, receptores serotonérgicos
localizados en el septum medial y el nucleo vertical de la banda de Broca participan en la
regulacién de la respuesta a la hipertensién; el bloqueo de estos receptores aumenta la

presidon sanguinea (Urzedo-Rodrigues y cols., 2011).

1.4.6.2. Area CA1 del hipocampo

La formacion hipocdmpica esta compuesta por el giro dentado, subiculo, corteza
entorrinal e hipocampo, y forma parte de la arquicorteza, teniendo una aparicién
temprana en la evoluciéon con respecto al resto de la corteza. Se puede emplazar dentro
de la corteza temporal, y forma parte del sistema limbico. Durante el desarrollo
embrionario, el hipocampo es desplazado desde la superficie a una zona mas profunda

del cerebro.
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El hipocampo estd dividido en tres areas: CA1, CA2 y CA3. Estas areas estan
densamente pobladas por células piramidales, muy similares a las encontradas en el
resto de la corteza. La zona mas distal de las tres, CA1l, se caracteriza por estar formada
por células piramidales pequefias, mientras que en la zona mas proximal, formada por la

CA2 y CA3, abundan las neuronas piramidales de mayor tamanio.

Las principales conexiones en esta estructura se establecen en forma de circuito
trisindptico. Dentro de este circuito, las neuronas del area CA1 del hipocampo proyectan
a CA3 y al giro dentado, aunque las mayores proyecciones se dirigen al subiculo (Amaral
y cols., 1991), siendo ésta una proyeccion bidireccional (Commins y cols., 2002). Los

axones de las células piramidales de CA3 también proyectan, pues, sus axones, a CAl.

Ademas, esta estructura recibe aferencias corticales y subcorticales desde otras
estructuras, llegando fibras desde septum, amigdala y nucleo reuniens del tdlamo. Las
fibras de CA1 proceden o proyectan, ademas, a la corteza entorrinal (capa 3), perirrinal,
postrinal, septum y amigdala. A su vez, el area CA1 proyecta a la corteza retroesplenial,
nucleo accumbens, mPFC, nucleo olfatorio, hipotalamo y bulbo olfatorio (Paxinos, 2004;

2012).

Estas proyecciones pueden ser de naturaleza colinérgica, noradrenérgica,

serotoninérgica y dopaminérgica.

Al drea CA1, en conjuncion con el hipocampo, se le atribuye un papel destacado
en la memoria, el aprendizaje y la percepcidn espacial. La sinapsis CA1-mPFC participa
en procesos de adquisicion de nuevas tareas motoras, y su almacenaje, en un modelo
animal con envejecimiento acelerado (Lépez-Ramos y cols., 2012). Otros estudios han
propuesto que el drea CAl1l funciona como un comparador entre las conexiones
procedentes de la corteza entrorrinal y CA3, utilizado para controlar los niveles de
acetilcolina y modular el proceso de codificacién y recuperacion de la memoria

(Hasselmo y Schnell, 1994; Hasselmo y Wyble, 1997).

La perfusion de atropina en el hipocampo (antagonista del receptor muscarinico

M1) produce excitabilidad en la sinapsis CA3 — CA1 (Leung y Vanderwolf, 1980). También
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se ha demostrado como la ACh aumenta la induccién de la LTP en la regién CA1 (Hirotsu
y cols., 1989; Tanaka y cols., 1989; Blitzer y cols., 1990; Huerta y Lisman, 1994). El
aumento colinérgico, producido a través de mecanismos de activacion o estimulacion,
activa la sintesis proteica via receptores NMDA (Feig y Lipton, 1993). En cambio, otros
autores han encontrado que los altos indices de acetilcolina producen una disminucién

de la potenciacion de la sinapsis CA3 — CA1 (Hasselmo y Schenell, 1994).

Un episodio de hipoxia aguda puede alterar el funcionamiento normal de estos
procesos, manifestdndose sus consecuencias incluso en amnesia severa. El uso de
escaneres de resonancia magnética ha evidenciado atrofia en la corteza temporal
medial, en concreto del hipocampo y la formacion parahipocampal, en sujetos afectados

en estas situaciones (Reed y cols., 1999).

1.4.6.3. Corteza Piriforme

La corteza piriforme estd muy ligada a las vias olfatorias, formando parte del
sistema del rinencéfalo; por ello se la denomina indistintamente corteza olfatoria
primaria. También se asocia al sistema limbico. Se halla situada en el telencéfalo y forma
parte del neocortex. En los mamiferos, el volumen de esta corteza se incrementa en
proporcién con el volumen total del cerebro. Esta corteza, ademds, estd muy
representada proporcionalmente en mamiferos insectivoros y roedores. Comprende las
areas prepiriforme, periamigdalina y entorrinal. La corteza entorrinal es considerada

como el area cortical olfatoria secundaria.

Los axones que llegan a la corteza piriforme proceden en su mayoria del bulbo
olfatorio; los trazadores revelan que lo hacen con mayor intensidad desde la parte
posterior medial del bulbo, sin que se emitan colaterales a otras zonas (Scott y cols.,

1980).

La corteza piriforme envia fibras de asociacidon que se extienden por todos los
centros que reciben proyecciones directas del bulbo olfatorio. Ademads, proyecta a varias

zonas del prosencéfalo, como la amigdala, el hipocampo, el hipotdlamo, el talamo dorsal

58



Introduccion

y la neocorteza. Las fibras que llegan al hipocampo y la amigdala provienen
principalmente de la corteza periamigdalina y la adyacente parte olfatoria rostral de la
corteza entorrinal. Estas fibras forman parte de vias polisindpticas que conectan el
rinencéfalo con el septum y el hipotalamo. La proyeccidn de la corteza olfatoria primaria
al talamo dorsal es bastante pequeiia y termina, principalmente, en la parte medial del
nucleo mediodorsal. Las proyecciones a la neocorteza se dirigen a regiones de la corteza
insular y orbital. Frecuentemente, estas regiones son agranulosas, con ausencia de la
capa 4 de la corteza. Estas proyecciones neocorticales difieren bastante de las vias
sensoriales mas convencionales, al no hacer relevo en el talamo, y los aferentes que
transportan esta informacién terminan mayormente en la capa 1 de la corteza

(Nieuwenhuys y cols., 1988).

La funcion principal que se le atribuye es el procesamiento en la percepcion de
los olores, aunque cada vez le son atribuidas mds funciones. Modelos de estudio
muestran codmo el sistema colinérgico esta involucrado en procesos de aprendizaje en la
corteza piriforme (Hasselmo y Bower, 1992, 1993; Hasselmo y cols., 1992; Barkai y cols.,

1994).

Durante la plasticidad sinaptica que tiene lugar en la corteza piriforme, se ha
asumido una participacion importante de la acetilcolina en la modificacion de las
sinapsis. El incremento de este neurotransmisor esta relacionado con el
almacenamiento de la informacién en las estructuras corticales. El carbacol, agonista de
la ACh, aumenta la fuerza sindptica de la LTP en la corteza piriforme. La acetilcolina
puede favorecer tanto el fendmeno de LTP, como el de LTD, por lo que ambos procesos
podrian actuar juntos para incrementar la estabilidad de las conexiones que se
establecen en la corteza piriforme y otras areas corticales, y propiciar asi la adquisicion

de la nueva informacion (Hasselmo y Barkai, 1995).

1.4.6.4. Corteza visual secundaria

Localizada en el I6bulo occipital, a la corteza visual tradicionalmente se le han

asignado funciones de procesamiento de la informacion visual contralateral. Se puede
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dividir en varias areas: una corteza estriada (primaria o V1) y diferentes dreas corticales

extraestriadas (V2, V3, V4 y V5).

En el cerebro de mono, la corteza visual V2, o secundaria, recibe gran cantidad
de proyecciones desde la corteza visual primaria, y envia igual nimero de proyecciones
a ésta y a otras cortezas visuales secundarias (Gattas y cols., 1997). La reciprocidad
mantenida con la corteza visual primaria se establece, de forma directa, o a través del
nucleo taldmico pulvinar. Entre los tipos celulares, son caracteristicas dos poblaciones
diferenciadas de células bipolares en la corteza visual (Peters y Harriman, 1988), que
establecen conexiones axodendriticas con otras neuronas. Se presentan
fundamentalmente en las capas 2 y 3 de esta corteza, y algunas expresan la enzima

ChAT (Parnavelas y cols., 1986).

En conjunto, la corteza visual secundaria proporciona una representacion
mapeada de todo el campo visual. La mayoria de las neuronas de V2 se activan ante
estimulos especificos, como frecuencia espacial, orientacion, tamano, color y forma
(Hegde y Van Essen, 2000). Algunas otras neuronas estan implicadas en el
procesamiento de propiedades visuales mas complejas, como son el procesamiento de
contornos aparentes o ambiguos, la pertenencia de un estimulo visual a un deteminado
objeto o al fondo difuminado o, lo que es lo mismo, la interpretacién de la
tridimensionalidad (Qiu y Von der Heydt, 2005), o la interaccién entre la orientacién y la
profundidad (Ts o y cols., 2009). Algunos autores asocian en concreto la capa 3 del 4rea

V2 con el procesamiento de la informacidn visual.

Existen autores que sostienen que las proyecciones que se dirigen desde la parte
ventral de la corteza visual secundaria al hipocampo son importantes para la memoria
visual (Bussey y Saksida, 2007). La capa 6 de la corteza visual V2 estd compuesta por
numerosos tipos celulares, y su respuesta a los estimulos visuales es mas compleja.
Recientemente, se ha descrito que esta capa es importante para el procesamiento de la
memoria de reconocimiento. La expresion de la proteina reguladora RGS-14 en esta
capa de la corteza visual V2 promueve la consolidacion de la memoria. Asimismo, la
eliminacion selectiva de las neuronas de esta capa, a través de toxinas, impide la

formacioén de la memoria de reconocimiento (Lépez-Aranda y cols., 2009).
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Esta corteza, en general, recibe proyecciones colinérgicas que se consideran
involucradas en la modulacidn de los estados de alerta y sus efectos. Los efectos
facilitadores o inhibidores de la ACh no muestran correlacidn con clasificacidn alguna
gue se establezca entre las neuronas de la corteza visual, pero si existe cierta
dependencia en funcién de la capa donde se situe cada célula (Sillito y Kemp, 1983).
Estudios recientes también muestran que algunas neuronas de V2 registran cierta

modulacidon en procesos de atencion.
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Son numerosos los estudios publicados en los que se pone de relieve los efectos
gue la hipoxia hipobdrica provoca sobre el sistema nervioso. Entre ellos, se distinguen
aquellos que reportan beneficios a nivel fisiolégico o celular, de aquellos otros que

describen un deterioro en algin componente del sistema.

De esta manera, muchos estudios han dado una vision positivista sobre los
beneficios que la hipoxia hipobarica mantenida en el tiempo, o aclimatacion a altura
simulada, pueden reportar a los individuos que se exponen a ella (Katayama vy cols.,
1998; Meeuwsen y cols., 2001; Hendriksen y Meeuwsen, 2003). Asi mismo, otros
investigadores han sido detractores de esta maxima (Terrados y cols., 1985; Rodriguez y
cols., 2007). En ambos casos, los beneficios o empeoramientos descritos se han

centrado mayoritariamente sobre el ambito fisico o deportivo.

Existe una relacion entre los efectos que la hipoxia hipobarica induce en la
componente deportiva y los que produce en la componente congnitiva, ya que para que
se produzca una mejora, o un deterioro, en el rendimiento deportivo de un individuo,
necesariamente éste debe ir acompanado de unos indicativos neurofisioldgicos que lo
sustenten. Es por ello lo conveniente de tratar esta tematica desde aspectos cognitivos,

ya que, ademads, escasea la bibliografia dedicada a estos aspectos.

El planteamiento general de este trabajo esta dirigido a analizar los efectos que
sobre el aprendizaje y la memoria experimentan los individuos expuestos a hipoxia
hipobdrica de forma aguda o crénica. Esta Ultima situacién implica un proceso de

aclimatacion.

Este trabajo estd enfocado como un estudio multidisciplinar, abordando el
planteamiento desde tres perspectivas distintas: i) a través de técnicas
comportamentales, para la evaluacion del aprendizaje y la memoria; ii) por medio de
técnicas electrofisiolégicas, para estudiar hipotéticos cambios en la conductividad
sinaptica; y iii) mediante técnicas inmunohistoquimicas, para estudiar el sistema

colinérgico.

Ante la dificultad de dilucidar mejoras o deterioros (o cualquier otro cambio) en

el plano cognitivo por medio de metodologias convencionales en animales aclimatados a
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altura, se propone reformular los paradigmas empleados en pruebas comportamentales

y/o cognitivas.

En el presente trabajo la metodologia empleada en las pruebas experimentales
incorpora una particularidad: estas pruebas tienen como objetivo propiciar
rendimientos submdximos en los individuos a estudio. El término rendimiento
submaximo no es habitual en la literatura relacionada con pruebas cognitivas, aunque si
es usualmente empleado en fisiologia (Latshang y cols., 2011; Barret el al., 2012) para
designar un nivel de esfuerzo que se puede plantear para una tarea. El rendimiento
submaximo en pruebas cognitivas, en cambio, es entendido aqui como el nivel de
respuesta esperado ante pruebas de complejidad superior. Estas pruebas provocan unos
valores inferiores en resultados, respecto a los concebidos en pruebas mas
convencionales (Lopez-Ramos y cols., 2007), pero pueden ayudar a establecer
diferencias que apoyen la hipdtesis de que la aclimatacién a cierto grado de altura

puede tener beneficios en el ambito cognitivo.

De tal forma, se procede a aplicar unos protocolos que requieren de mayor
exigencia en la ejecucién de las tareas, por lo que se propicia obtener unos rendimientos
o respuestas submaximas en los animales, con el fin de que se acentlen las diferencias
en funcién de que éstos se sometan o no a hipoxia hipobarica, tanto de forma aguda,
como por aclimatacidn, y con ello poder dilucidar hipotéticas mejoras cognitivas en

alguna de las situaciones.
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2.1. Objetivos

1. Estudiar mediante técnicas comportamentales, electrofisiolégicas e
inmunohistoquimicas, el déficit cognitivo (referido al aprendizaje y la memoria)
provocado por la exposicion a hipoxia hipobarica aguda.

2. Comprobar, mediante el uso transversal de las citadas técnicas, si la aclimatacion
a altura previene el déficit cognitivo asociado a exposiciones agudas.

3. Evaluar la metodologia basada en la persecucién de un rendimiento submaximo
para intentar detectar diferencias cognitivas no obtenidas mediante
metodologias convencionales.

4. Comprobar, a través de esta metodologia, si se producen cambios en el
rendimiento cognitivo de individuos aclimatados a altura simulada, una vez que
ejecutan tareas a presion normal.

5. Estudiar cambios en las propiedades de las sinapsis taldamico-corticales inducidos
por una exposicion aguda a hipoxia hipobarica.

6. Estudiar posibles cambios en el balance del sistema colinérgico en 4areas
cerebrales implicadas en funciones cognitivas, tras la exposicion aguda, o la

aclimatacién, a hipoxia hipobarica.
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3. MATERIAL Y METODOS
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Material y Métodos

Todos los ensayos realizados en el presente trabajo se enmarcaron dentro de la
legislacion europea vigente respecto a la protecciéon de animales utilizados para la
investigacion y otros fines cientificos (2003/65/CE), y la correspondiente normativa
espafiola (BOE 252/34367-91, 2005). A su vez, los experimentos han sido aprobados por

el Comité Etico de la Universidad Pablo de Olavide de Sevilla.

3.1. Condiciones generales

Para el presente trabajo se utilizaron ratones macho de dos meses de edad
aproximada, de la cepa C57BL/6, con un peso aproximado de 24-32 gramos. Estos
fueron suministrados por proveedores oficiales (Centro de Produccién vy
Experimentaciéon Animal, Universidad de Sevilla, Espartinas, Sevilla). Los animales se
mantuvieron en condiciones dptimas de luz, temperatura, humedad y ventilacion, con
libre acceso a la comida y agua, salvo experimentos que de forma excepcional lo
requirieran. La temperatura se mantuvo sobre los 21 + 1 grados centigrados. Los valores
de humedad relativa oscilaron sobre el 50 + 7 %. Durante todo el proceso de
experimentacion, los animales permanecieron en jaulas individuales de dimensiones 12
x 12 x 30 cm, con exposiciones de ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. La
presiéon atmosférica fue la correspondiente a 35 metros de altura, altitud media de la
ciudad de Sevilla (que dependiendo de las condiciones atmosféricas del momento
variarian en torno a los 760 mmHg); el mantenimiento de los ratones y los experimentos

se realizo a esta presion salvo en las circunstancias en las que se explicita lo contrario.

Para el desarrollo de las pruebas experimentales fue necesaria la utilizacién de
una camara hipobadrica (fig. 3.1.), es decir, una cdmara con entrada y salida de aire
reguladas, que permitio, a través de la modulaciéon de sus flujos de entrada y salida,
regular la presion en el interior de ella. Segun la relacidn inversa que se establece entre
presiéon atmosférica y altitud, con los diferentes cambios de presién que se pueden
modular en la cadmara, se recrearon condiciones similares a las existentes en alta
montaia. Se indujeron, pues, condiciones de hipoxia hipobarica, es decir, de escasez de
oxigeno debido a una bajada en la presion atmosférica. Su disefio se realizé en el

laboratorio a partir de un modelo previo propio (Lépez-Ramos y cols., 2007), y la
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fabricacion se encargd a un taller de torneria (Mecanizados R. Lépez e Hijos, Los Palacios

y Villafranca, Sevilla).

Figura 3.1. Imagen general y detalles de los accesorios de la camara hipobarica. Nétese la salida

(flecha y recuadro rojos) y la entrada (flecha azul) de la circulacién de aire. La extraccién del aire es
forzada mediante una bomba de vacio (SB-10, DVP, Bolonia, ltalia) situada en el exterior del edificio.
Posee ademds una pequefia compuerta estanca intercambiable para entrada y salida del cableado
(recuadro verde), necesarios para conectar los equipos externos con los electrodos implantados en los
ratones durante las pruebas de electrofisiologia, o con la jaula de Skinner durante el desarrollo del
condicionamiento operante. El rotdmetro se muestra en detalle (recuadro azul).
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La cdmara posee unas dimensiones interiores de 63 cm de alto y 80 cm de
diametro de cilindro, cuenta con un volumen interior de 316 litros, suficiente para poder
dar cabida a las jaulas de los animales que deben ubicarse dentro de ella, para su
exposicién durante semanas a hipoxia hipobdrica (proceso de aclimatacion). Dado que el
flujo de circulacién de aire a 5000 metros de altura simulada (altura maxima a la que se
han realizado los experimentos) es de 35 |/min, la tasa de recambio de aire (tiempo que
tarda en renovarse todo el volumen de aire en el interior de la cdmara) es de unos 9
minutos. Se garantiza asi que no se va a producir un aumento de la concentracion
interior del CO,, producto de la respiracion de los animales.

El material, de hierro, con una tapadera de metacrilato de 5 cm de espesor y con
cierre sellado, impide la entrada de aire por cualquier zona no regulada. Posee ademas
un vacudmetro y un rotametro; este ultimo puede regular de manera activa el flujo de

aire que entra al interior de la camara (fig. 3.2.).

Figura 3.2. Imagen del sistema de control y medicion de los flujos de aire de la camara hipobarica. Se
muestran el vacuémetro y rotdmetro acoplados al sistema de circulacion. El vacuémetro (flecha azul)
indica el nivel de presidon soportado en el interior de la cdmara en tiempo real; viene indicado en
centimetros de mercurio (cm Hg) restados de los 760 mm de Hg de los que se parte a presidon normal. El
rotametro (en primer plano) expresa el caudal de aire en litros por minuto que entran en la cdmara en
tiempo real y puede ser regulado de forma automatica, mediante el cuadro de mandos digital (en el
centro de la imagen).

73



Material y Métodos

3.2. Descripcion de los grupos experimentales

Al pretender ser éste un estudio interdisciplinar, las distintas técnicas con las que
se abordd el trabajo requirieron la necesidad de introducir tres grupos independientes
de poblaciones de animales, para los correspondientes tipos de prueba

(comportamental, de registro electrofisioldgico, e inmunohistoquimico).

Figura 3.3. Imagen de ejemplar de ratén de la cepa C57BL/6, utilizado durante uno de los ensayos.

Por un lado, para las tareas de tipo comportamental (condicionamiento clasico y
operante, reconocimiento de objetos y laberinto de 8 brazos), se establecieron cuatro
poblaciones de ratones: grupo control (C), grupo de animales sometidos a hipobaria
aguda (H) y dos grupos de animales aclimatados a altura (fig. 3.4.). Los dos primeros
grupos se mantuvieron en las condiciones ambientales anteriormente citadas, a una
presion atmosferica de = 760 mmHg. El grupo de hipobaricos agudos (de animales no
aclimatados) realizé las pruebas en hipoxia hipobarica a 5000 metros de altura simulada
(= 394 mmHg de presion), y el resto del tiempo permanecié a una presion de = 760
mmHg. Los grupos de ratones aclimatados a altura se sometieron durante mas de 2
semanas (previas a la experimentacién y durante los dias de realizacion de las tareas) a
condiciones de hipoxia en la cdmara hipobarica. Se los expuso a 5000 metros de altura
simulada (= 394 mmHg), en la que permanecieron también durante el periodo
experimental, y el resto de condiciones ambientales fueron similares a las de los otros
grupos de animales. Un grupo de los animales aclimatados a altura se sometid a

experimentaciéon en condiciones normales de 760 mmHg (grupo AT) sdlo y cuando
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realizaron las pruebas, y el otro grupo se sometié a 5000 metros de altitud simulada
durante todo el proceso de ejecucién de las pruebas (grupo AH). Existen muy concretas
excepciones en algunas de las pruebas, en las que se hace constar de forma detallada en
cada apartado. Junto a estos grupos, durante el condicionamiento clasico de tipo trazay
tipo demora se requirid el uso de un quinto grupo de experimentacidn: animales
pseudocondicionados, utilizados para la validacién de estas pruebas, descritos con

posterioridad.

Pseudo C H AT AH
Aclimatacion a 5000 . .
no no no si si
m
Altitud durante 35 35 5000 35 5000
experimentacion (m)
Presion durante
experimentacion =760 =760 = 394 =760 = 394
(mm Hg)

Figura 3.4. Caracterizacion de los grupos establecidos para las pruebas comportamentales y de
condicionamiento clasico. C, grupo control; H, grupo animales sometidos a hipobaria aguda; AT y AH,
grupos de animales aclimatados a altura simulada. En las pruebas de condicionamiento cldsico de reflejo
palpebral de traza y demora, se incluyd un grupo adicional: Pseudo, grupo de pseudocondicionados, a los
cuales se aplicd un programa de condicionamiento con relacidn aleatoria entre los estimulos.

En los ensayos de electrofisiologia para la estimulacién en el ndcleo mediodorsal
del tdlamo y el registro en la corteza prefrontal medial, se utilizd un Unico grupo de
animales, los cuales se sometieron a distintas condiciones de descompresién (o altura
simulada). Asi, los individuos fueron sometidos a 3 situaciones distintas durante el

experimento, como se esquematiza a continuacion (fig. 3.5.).
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Tierra 5000m 6500m

Altitud durante
registroy 35 5000 6500
estimulacién (m)
Presion durante
durante registro y
estimulacién
(mm Hg)

=760 =394 =332

Figura 3.5. Caracterizacion de las distintas condiciones de presion a las que fueron sometidos los
animales. Un Unico grupo de animales fue sometido a distintas condiciones de presion, o altura simulada,
dentro de la cdmara hipobarica. Tierra hace referencia a la primera de las condiciones a las que los
animales fueron sometidos, en la cual no se procedié a la despresurizacion de la cdmara (aunque el
experimento se llevd a cabo dentro de ella).

Para los ensayos inmunohistoquimicos y de fluorescencia se utilizaron 3 grupos:
animales del grupo control (en las condiciones ambientales ya citadas, grupo C),
animales hipdxicos hipobaricos agudos, y animales aclimatados (fig. 3.6.). Los
hipobdricos agudos permanecieron expuestos a hipoxia hipobarica en la cdmara
hipobarica durante 2 horas. Los aclimatados se mantuvieron en condiciones de hipoxia
hipobarica durante un periodo de 2 semanas. Estos dos grupos, a su vez, se separaron
en funcién del tiempo transcurrido desde su exposicion a hipoxia y su perfusion y
posterior fijacion de tejidos. Tanto unos como otros fueron perfundidos, bien
inmediatamente, tras su exposicion a hipoxia, o bien a las 24 horas. Por tanto, se
distinguieron animales hipdxicos agudos perfundidos justo después de la exposicidn
aguda (grupo H 0h), animales hipdxicos agudos perfundidos 24 horas después de la
exposicién aguda (grupo H 24h), animales aclimatados perfundidos justo después del
periodo de aclimatacién (grupo A Oh) y animales aclimatados perfundidos 24 horas

después del periodo de aclimatacién (grupo A 24h).
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C H Oh H 24h A Oh A 24h
Tiempo de
Exposicion a hipoxia No 2 2
. - 2h 2h
hipobarica (5000 m | procede oras oras semanas | semanas
simulados)
Tiempo transcurrido
des.de EXF?OSICIOH a No O horas | 24 horas | 0 horas | 24 horas
hipobaria hasta procede
perfusion

Figura 3.6. Caracterizacion de los grupos establecidos para las pruebas inmunohistoquimicas. C, grupo
control; H Oh y H 24h, grupos de exposicién aguda a hipobaria; A Oh y A 24h, grupos aclimatados a
hipobaria. La perfusidn hace referencia al momento en el cual se llevé a cabo el sacrificio de los animales y
el comienzo de la fijacidn de sus tejidos.

3.3. ESTUDIO COMPORTAMENTAL

La metodologia empleada en las pruebas comportamentales fue nueva en su
disefio y desarrollo, al estar enfocada a la consecucién de unos rendimientos
submdaximos en los animales de experimentacion. Con ella se obtuvieron menores
niveles de aprendizaje debido a las caracteristicas de las pruebas, de complejidad
manifiestamente superior a las usuales aplicadas en condiciones estandar. De esta
se pretendié detectar diferencias que no se obtuvieron en pruebas

forma,

convencionales anteriormente realizadas (Lopez-Ramos y cols., 2007).

3.3.1. Condicionamiento clasico del reflejo corneal

Este tipo particular de aprendizaje asociativo consisti6 en un modelo de
estimulo-respuesta, en el que el musculo orbicular (u orbicularis oculi) del parpado del
animal puede responder ante determinados estimulos que se le presentan. La eleccién
de este musculo se debe a que su inervacién es bien conocida y simple, su flexién y su

extensiéon no implican movimientos de articulaciones esqueléticas, y ademas su
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contraccion, que conduce al cierre del parpado, no implica esfuerzo contra la gravedad,
por lo que su requerimiento metabdlico es minimo. La evaluacién de esta prueba se
basdé en el andlisis de la electromiografia registrada durante la respuesta de este
musculo. Se utilizaron dos paradigmas distintos en el presente trabajo:

condicionamiento clasico de tipo traza y tipo demora.

Se utilizaron distintos ratones para cada una de las dos pruebas, en un nimero

igual o superior a 8 animales por grupo.

El paradigma de traza consistid, basicamente, en la aplicacién de un estimulo
neutro (que a priori no provoca en el animal la respuesta que se pretende registrar), y
gue en este caso fue un tono de 70 dB, 6 kHz y 20 mseg de duracién, seguido de un
segundo estimulo, llamado estimulo incondicionado, consistente en una pequefia
descarga de intensidad igual al doble del valor umbral que origina respuesta refleja de
cierre del parpado. Cada descarga tuvo una duracion de 50 pseg, fue aplicada en la rama
supraorbitaria del nervio trigémino, y provocé el cierre del pdrpado del animal
(respuesta incondicionada). La frecuencia del tono se ajusté por medio del generador de
ondas programable AFG 3022B (Tektronix, Beaverton, EE.UU.), conectado a un altavoz.
Las caracteristicas del estimulo incondicionado se programaron con la ayuda de
estimuladores CS-220 (Cibertec, Madrid), conectados a las unidades de aislamiento ISU
200 BIP (Cibertec, Madrid), éstas ultimas encargadas de aplicar fisicamente las
descargas. Con la exposicidon sucesiva al par de estimulos, aplicados conjuntamente con
un intervalo de tiempo entre ellos adecuado y fijo (250 milisegundos), el animal termina
asociando el primer estimulo con el US, hasta que la sola aplicacién del primero, otrora
estimulo neutro, provoca una respuesta equivalente a la que produce el US (cierre del
parpado) (Gormezano y cols. 1962). Se dice entonces que el estimulo pasa a ser
condicionado porque se ha originado debido a su asociacién con el estimulo
incondicionado. A la respuesta originada por el CS se la conoce como respuesta

condicionada.

El paradigma de condicionamiento clasico de tipo demora se basoé en los mismos
preceptos que el anterior arriba descrito. El procedimiento por el cual se desarrolld el

paradigma fue similar tanto en la presentacién de estimulos, como en la naturaleza y los
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medios y equipos utilizados para el paradigma de traza. La presentacién del estimulo
neutro/condicionado tuvo las mismas caracteristicas, salvo en su duracidn. En el
paradigma de demora, la duracién del tono se fijé en 250 milisegundos, solapandose en

su tramo final con la presentacidn del estimulo incondicionado.

A | B

| (6 KHz 70 dB) | (6 KHz 70 dB)
| Shock (2 x Thr) | Shock (2 x Thr)
| 0.0. EMG 0.0. EMG
% ' e o ML s ) "'“"‘”\" R R

! e '*“"""“+ as. L o ‘ N
1 mﬂ A m\ﬂ

T 100ms 100 ms

Figura 3.7. Resumen esquematico de los diferentes paradigmas de condicionamiento aplicados. A,
Condicionamiento clasico de tipo traza. Se representa la aplicacion del tono de 20 mseg de duracidn; 250
mseg después de su aparicion se aplica la descarga eléctrica. B, Condicionamiento cldsico de tipo demora.
Se representa la aplicacion del tono de 250 mseg de duracidn; al final del estimulo condicionado se aplica
la descarga eléctrica, solapandose ambos. Se muestran dos registros correspondientes a la actividad
electromiografica durante la sesidn cuarta de condicionamiento.

Los parametros arriba descritos (tanto para el paradigma de traza como para el
de demora) tuvieron menor capacidad estimuladora (en lo referido a la intensidad del
tono y las caracteristicas del estimulo incondicionado) que los usualmente empleados
para estos paradigmas (Lépez-Ramos y cols., 2007), debido al rendimiento submaximo
esperado en estos animales. La intensidad del sonido fue menor, y la frecuencia de 6000

Hz fue menos excitadora para el animal. La duracién e intensidad del US también

provocaron menor reaccion en el animal.

Estos experimentos constaron de varias sesiones de habituacién, en las que el
animal fue sometido a la presentacion repetidas veces de sdlo el estimulo condicionado
(neutro inicialmente), para su desensibilizacion ante la presentacién de éste, y para
evitar en buena medida la respuesta de sobresalto. Se continudé con un numero fijo de
sesiones de condicionamiento, en las que se presentaron conjuntamente estimulo
condicionado e incondicionado repetidamente durante un tiempo determinado, y que
permitieron que el animal aprendiera la relacién entre ambos estimulos y se obtuvieran
las consiguientes respuestas condicionadas, que fueron la evidencia del aprendizaje.

Finalmente, se realizaron las sesiones de extincidon, en las que de nuevo sélo se presentd
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el estimulo condicionado, con el fin de observar el tiempo que tardan en desaparecer las
respuestas condicionadas. Las sesiones estuvieron organizadas de acuerdo a un
protocolo intensivo disefiado en el laboratorio (Lopez-Ramos J.C. y cols., 2007) que

establecid en 5 el numero de dias empleados para la prueba.

De esta manera, cada sesion constd de 50 eventos (presentaciones de estimulos).
Cada dia se presentaron 4 sesiones (200 eventos en total), como se ilustra en la
siguiente figura, en el que H representa las sesiones de habituacién, C las de
condicionamiento, y E las de extincion, y de las que fueron analizadas aquellas que

figuran seguidas de su numero de orden.

Dia 10 2!: 30 40 5!1

Sesion H1 |H2 |[H3 (C1|C2|C|C|C|C3|Cc|C|(C|C4 | E1|E|E|E2|E|E|E3

Figura 3.8. Representacion esquemadtica y ordenada en el tiempo de las diferentes sesiones de
habituacion (H), condicionamiento (C) y extincion (E) realizadas durante el condicionamiento clasico de
traza y el de demora. El nimero que le acompafia (1 — 4) indica el orden de aparicién de la sesién en los
graficos donde se representan las curvas de condicionamiento.

Las tres primeras sesiones (habituacién) se realizaron con los cinco grupos
experimentales bajo presién atmosférica de 1 atm (760 mmHg). El resto de sesiones se

realizaron segun las particulares condiciones de presién definidas para cada grupo.

3.3.1.1. Procedimientos quirtirgicos utilizados para el condicionamiento clasico

Para la realizacidn de estos experimentos fueron necesarias operaciones de
microcirugia en ratones con el fin de implantarles un par de electrodos en el musculo
orbicularis oculi (registro) y otro par en la rama supraorbitaria del nervio trigémino
(estimulacion) sobre el parpado.

Se anestesio a los animales con ketamina (Ketolar, Pfizer, Nueva York, EEUU) y
xilacina (Rompun, Bayer Health Care, Leverkusen, Alemania), (35 + 8 mg/kg de peso,
respectivamente). Durante el periodo efectivo de la anestesia, se aplicé un gel sobre la

cornea del animal para evitar su deshidratacién (Methocel al 2%, OmniVision,
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Neuhausen, Suiza). Para la implantacidn de los electrodos, se realizé primeramente una
incisidon antero-posterior en el cuero cabelludo del ratén a lo largo de la linea media. La
incisidn corto piel y tejido subcutdneo. A continuacién se limpié la zona craneal expuesta
con gasas estériles y se retird el periostio con ayuda de un bisturi.

Como electrodos se usaron los pines de un conector de cuatro vias (RS-Amidata,
Madrid) que quedd fijado en el craneo del animal por dos tornillos pequefios enroscados
sobre el craneo, ofreciendo sujecién al conector una vez unidos mediante cemento
dental (Duralay, Dental Mfg. Co., lllinois, USA). Este cemento endurecid en pocos
minutos tras su aplicacion, favoreciendo una mayor sujecién al conjunto conector-
tornillos (fig. 3.9.).

Finalmente, la herida en la piel del craneo fue cerrada mediante puntos de
sutura, y en la zona se aplicé una crema cicatrizante y antibidtica (Blastoestimulina al 2

%, Almirall, Barcelona).

1) ( 5 ?; i

Figura 3.9. Detalles de los electrodos de estimulacidn y registro, la colocacién y el registro en el musculo
orbicularis oculi. A, Los electrodos utilizados para la estimulacidn y registro del parpado fueron los pines
de un conector de cuatro vias. B, Esquema de la implantacién de los electrodos dentro del musculo del
parpado. Se aprecia el estimulo condicionado (CS), en forma de tono; el estimulo incondicionado (US), en
forma de descarga eléctrica; y el registro (EMG) de la actividad del musculo. C, Superposicion de 5
registros electromiograficos del musculo orbicularis oculi, donde se observan el estimulo (Stim), y los
componentes R1 y R2 caracteristicos de su respuesta refleja.

Durante la cirugia y el postoperatorio, se recubrié el cuerpo del animal para
evitar pérdidas excesivas de calor (los movimientos del ratdon son minimos bajo el efecto
anestésico, y su temperatura tiende a disminuir). Tras 5-7 dias de recuperacion, se

procedio a la experimentacion.
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3.3.1.2. Registro y analisis de la actividad electromigrafica

En cada sesién de condicionamiento, los animales se introdujeron en cajas de
plastico individuales (10 x 18 x 15 cm), dentro de la cdmara hipobarica. La
electromiografia del parpado se registr6 mediante los electrodos que captaron la sefial
eléctrica consecuencia de la inervacion motora del orbicularis oculi, y que fue

posteriormente amplificada y filtrada, para su posterior analisis.

El registro electromiografico se llevé a cabo mediante un amplificador diferencial
Grass P511 (Grass Telefactor, West Warwick, Rl, EEUU) con un ancho de banda de 1 Hz a
10 kHz. Los registros se visualizaron en directo en el osciloscopio (TDS 2014B, Tektronix,
Beaverton, EE.UU.), y los datos se almacenaron digitalmente en un disco duro a través
de un convertidor analdgico-digital (CED 1401 Plus; Cambridge Electronic Design,
Cambridge, Reino Unido) con una frecuencia de muestreo de 11 — 12 kHz y con una
resolucion de amplitud 12 bits (fig. 3.10.), para su posterior analisis con ayuda del
programa Signal Average (Cambridge Instruments, Cambridge, Reino Unido) (fig. 3.11.).
Para ello fue necesario un convertidor de pulsos TTL (Cibertec, Madrid). Posteriormente
los registros se analizaron usando una hoja de cdlculo disefiada con el programa

Microsoft Excell (Microsoft Office 2010).
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Figura 3.10. Vista general de los equipos con los cuales se realizan las pruebas de condicionamiento. La
foto muestra el equipo completo de aparatos requeridos para la estimulacidn, registro y almacenamiento
de datos durante la prueba. Distribuidos espacialmente: 1, Convertidor de pulsos TTL. 2, Convertidor
analdgico-digital CED 1401 Plus. 3, Amplificadores diferenciales Grass P511. 4, Unidades de aislamiento
ISU 200 BIP. 5, Estimuladores CS-220. 6, Osciloscopio TDS 2014B. 7, Jaulas de plastico individuales. 8,
Altavoz para emisiéon del CS. 9, Generador de pulsos AFG 3022B. 10, Ordenador equipado con el progama
Signal Average.

83



Material y Métodos

Se consideréd que un registro electromiografico (EMG) correspondia a una
respuesta condicionada cuando se cumplieron cada uno de los siguientes preceptos: a)
su duracién fuera superior a 10 milisegundos, b) no estuviera precedido de actividad
espontanea c) comenzara 50 milisegundos tras la aplicacién del CS, y d) su actividad
fuera al menos 2,5 veces superior a la observada antes de la presentacién del CS
(Dominguez del Toro, 2004).

50 mseg después
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Figura 3.11. Registro electromiografico real del musculo orbicularis oculi que recoge de forma
esquematica los criterios establecidos para la consideracion de respuestas condicionadas. El registro
pertenece a una de las presentaciones de estimulos durante la tercera sesidon de condicionamiento. En
este caso, el registro retne todos los requisitos para poder calificar la respuesta como condicionada.

El resultado final fue expresado como porcentaje de respuestas condicionadas
obtenidas, representado graficamente por sesiones con ayuda del programa de calculo
estadistico SigmaPlot 8.0 (SPSS Inc, Chicago, lllinois, EEUU) y terminado mediante el
programa de dibujo CorelDraw X4 (Corel Corporation, Ottawa, Canada). El analisis
estadistico se realiz6 mediante un analisis de varianza (en inglés Analysis of variance,
ANOVA) de una via, realizado por PASW Statistics 18.0 para Windows (SPSS Inc, Chicago,
Illinois, EEUU), con el fin de encontrar hipotéticas diferencias significativas entre grupos

y sesiones.

Para estas pruebas, también se requirié del uso de un quinto grupo de ratones,
animales pseudocondicionados, que sirvieron de controles para validar
metodoldégicamente la prueba de condicionamiento clasico. A ellos se les aplicé un

programa aleatorio de condicionamiento. De forma azarosa, al animal se le presentaron
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los estimulos condionados e incondicionados sin establecer relacion temporal entre

ellos. De esta forma, el animal no aprendié a asociar los estimulos.

3.3.2. Condicionamento operante en caja de Skinner

El condicionamiento operante permite que un organismo adapte su conducta en
funcion de las consecuencias de ésta, de forma que cuando es seguida por
consecuencias favorables tiende a aparecer con mas frecuencia, y cuando es seguida por
consecuencias desfavorables tiende a ocurrir con menos frecuencia, pudiendo incluso
desaparecer. Puede ser considerado como la formacién de una relacién predictiva entre
un comportamiento y una recompensa o castigo. EI comportamiento, en principio,

puede ser espontaneo.

En este caso, la consecuencia fue un reforzador positivo (o recompensa)
consistente en una porcion de comida; la conducta estuvo representada por la accion de

pulsado de una palanca, y fue inicialmente espontdnea. Se emplearon 8 ratones por

grupo.

Este tipo de condicionamiento se realizdé en una caja de Skinner (fig. 3.12) de
dimensiones 15.9 cm x 14.0 cm x 12.7 cm (MED Associates, EEUU) instalada dentro de la
camara hipobdrica, en la cual se ubico al animal durante las sesiones de
condicionamiento, y que estd provista de una palanca; la presion de la palanca
proporciona una porcion de pienso (Noyes formula P; 20 mg; Sandown Scientific,
Hampton, UK), lo cual refuerza esta conducta. El vinculo accién-recompensa viene
definido en una primera fase del experimento mediante la relacién 1:1 y se le denomina

paradigma de razon fija 1.

Cada sesién tuvo una duracién de 20 minutos, y cada grupo experimental realizo
las tareas en las condiciones de presién propias a cada uno de ellos, y detalladas con

anterioridad.
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Figura 3.12. Imagen de la caja de Skinner utilizada durante las sesiones de condicionamiento dentro de
la cdmara hipobarica. Las acciones del ratdén durante el tiempo de ejecucidon de la tarea quedaron
registradas de forma externa a la cdmara hipobadrica, al estar conectada la caja de Skinner con el resto del
equipo existente fuera de la cdmara (ordenador y tarjeta digitalizadora) mediante la compuerta estanca
intercambiable para la entrada y salida del cableado.

El animal explord la caja, y buscd comida con mayor asiduidad debido a un
programa de restriccidon alimentaria aplicado que pretendié modular la motivacién del

animal para la adecuada realizacion de la tarea (Bruner, 2010).

El programa de restriccién alimentaria en la dieta consistié en el racionamiento
de la comida con el fin de disminuir el peso inicial de los ratones (pesados tres dias antes
de las pruebas) en un 15%, y asi motivarlos para la busqueda activa de comida durante
el transcurso de las sesiones (Bruner, 2010). Dadas las condiciones ambientales en las
gue se encuentran los animales en el animalario, el mantenimiento de éstos al 85% de
su peso inicial no supuso una mengua en su actividad fisica ni cognitiva recalcable, y
asegurd el cumplimiento de la normativa vigente en cuanto a protecciéon animal

(2003/65/CE y BOE 252/34367-91, 2005).

Se cuantificé el numero de palancas pulsadas por cada animal durante las

sesiones. Esta accion quedo registrada por el software MED-PC (MED Associates, EEUU)

86



Material y Métodos

mediante la conexidn de los circuitos de la caja de Skinner a un ordenador. Diez sesiones
fueron necesarias para alcanzar un nivel de aprendizaje asintético para cada uno de los

grupos de animales.

Con el fin de obtener un rendimiento submdaximo, se aumenté la complejidad de
la tarea en una fase posterior del experimento. Una vez que todos los animales (con
excepcion de los pertenecientes al grupo hipobarico agudo) alcanzaron un nivel,
establecido como criterio de aprendizaje, igual o superior a 20 palancas pulsadas por

sesion, se procedio a la realizacién de un paradigma de dificultad afiadida.

Para tal paradigma, los animales obtuvieron una porcidon de comida (o pellet),
tras cada accién de presionado de la palanca, Unicamente cuando una luz presente en la
caja estaba encendida; tras 20 segundos de luz encendida, la luz se apagaba durante 10
segundos. Durante el periodo de luz apagada, el animal debia aprender que la accién de
pulsado no conllevaba la obtencién de comida. Ademads, tal conducta conducia a un
reforzador negativo, consistente en la prolongacion del tiempo de luz apagada durante
otros 10 segundos, que representaba el periodo de no obtencién de comida.
Transcurrido ese periodo, y si el animal no volvia a pulsar la palanca, la luz volvia a
encenderse, y el reforzador positivo volvia a administrarse tras el pulsado de la palanca.
Posteriormente, la luz volvia a apagarse, y asi sucesivamente hasta completar la sesion.
A este paradigma se le conoce como aleatorio (del inglés random). Se emplearon doce

sesiones de 20 minutos para su realizacion.

Para analizar esta ultima fase, se dividié el nimero de palancas pulsadas durante
el periodo de luz entre el nUmero de palancas pulsadas durante el periodo sin luz, todo
ello en relacién a ese mismo indice obtenido en la primera sesién, y expresado en

porcentaje. De tal forma que:

indice de presién de palancas=

numero de palancas pulsadas durante periodo de luz
<n1’1mero de palancas pulsadas durante periodo de luz apagada )

numero de palancas pulsadas durante periodo de luz
(m'lmero de palancas pulsadas durante periodo de luz apagada

X 100

en la primera sesién)
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Los resultados se representaron por sesiones con ayuda del programa SigmaPlot
8.0 (SPSS Inc, EEUU) y acabados con CorelDraw X4 (Corel Corporation, Ottawa, Canada).
El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de una via, realizado mediante el
programa PASW Statistics 18.0 para Windows (SPSS Inc, Chicago, lllinois, EEUU), con el
fin de hallar posibles diferencias significativas entre grupos y dias, tanto para el

paradigma de razon fija 1, como para el del programa aleatorio.

3.3.3. Reconocimiento de objetos

El reconocimiento de objetos es una prueba de memoria en la que al animal se le
presentan simultdneamente dos objetos con caracteristicas distintas en cuanto a color,
formas o tamariio, que diferencia a ambos. En el presente trabajo, uno de los objetos
colocados habia sido previamente presentado (objeto familiar), frente al otro, que era
presentado por primera vez, y que suponia una pequeia modificacion del objeto

familiar (objeto novedoso).

Con el fin de disefiar una tarea que se adecuara a la obtencion de rendimientos
submaximos, el objeto novedoso fue igual al familiar, pero introdujo un componente
que le otorgd mayor complejidad en su morfologia. Se utilizaron para ello
combinaciones de piezas de juguetes de construccién para crear los objetos novedosos
de complejidad creciente. Se utilizd una poblacién de 16 animales por cada grupo

experimental.

Se analizd la capacidad del animal para discriminar el aumento de complejidad de
un objeto frente al otro. De este modo, se requiri6 mayor capacidad para la
discriminacion de ambos objetos, ya que el resto de caracteristicas no se modificaron

(textura, olor, tamafio relativo y forma general).
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Figura 3.13. Cajas de plastico donde se realiza la tarea de reconocimiento de objetos. En su interior,
sobre fondo negro, se muestran a un lado y otro, los objetos familiar y nuevo presentados en la tercera
sesion, 12 horas después del inicio del experimento. Los cilindros que aparecen justo en el centro de las
cajas fueron utilizados para retener al animal hasta que la camara hipobarica fue despresurizada lo
suficiente para alcanzar 5000 m de altura simulada (o una vez transcurrido el mismo tiempo, pero sin
despresurizacion de la cdmara, en los casos en los que esta condicidn no se requirid).

Los animales se habituaron primeramente a una caja de metacrilato de 45 x 25 x
16 cm dentro de la cdmara hipobarica (fig. 3.13.). Al dia siguiente, se iniciaron las
sesiones, de 10 minutos de duracidn. En primer lugar se presentaron a los animales dos
objetos (A1-A2) iguales (forma, color, textura) contrapuestos uno frente a otro y en cada
extremo de la caja. Todos los grupos se expusieron a una presion atmosférica normal (=
latm, 760 mmHg) en esta sesidn. A partir de ese momento, las siguientes sesiones se
realizaron en las condiciones requeridas para cada grupo (diferentes presiones
atmosféricas, esto es, diferentes altitudes simuladas). Una hora después de la primera
sesion, se volvié a presentar uno de los objetos anteriores (se conoce como familiar, A3)
frente a uno novedoso (B1), igual al anterior, pero que incorpord una pieza afiadida que
incrementd su complejidad (A3-B1). 12 horas después, se presentd un objeto novedoso
igual al anterior (B2) frente a uno nuevo (C1), de mayor complejidad que éste (B2-C1).
Por ultimo, 36 horas después de que se iniciase la prueba, a los animales se les presentd
un objeto igual al nuevo de la sesién de las 12 horas (C2) frente a uno novedoso (D1) de
mayor complejidad que este ultimo (C2-D1). Se representa la serie sucesiva de

presentaciones mediante la figura 3.14.:

89



Material y Métodos
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Secuencia de objetos

Figura 3.14. Representacion esquematica de la secuencia de objetos presentados en cada
sesion. Se detallan los objetos familiares, representados por A3, B2 y C2, y los objetos novedosos,
representados por B1, C1 y D1. En cada sesidn se alternd la posicion del objeto que previamente se habia
presentado en la anterior sesidn, con el fin de contrarrestar posibles preferencias espaciales por parte de
los animales.

Se contabilizé el tiempo que el animal empled en acercar el hocico al objeto o
tocar cada objeto, indicativos de acciones explorativas. Los resultados obtenidos se
representaron aplicando la férmula del indice de exploracion:

tiempo de exploracion al objeto novedoso (seg)

indice de exploracién =( ) x 100

tiempo de exploracion al objeto familiar (seg)

Un indice de 100 indicé la no preferencia por ninguno de los objetos

presentados. Un indice mayor que 100 indicé preferencia por el objeto nuevo.

Las graficas y el estudio estadistico se realizaron mediante el programa SigmaPlot
8.0 (SPSS Inc, EEUU), y posteriormente las gréaficas se acabaron de perfilar con
CorelDraw X4 (Corel Corporation, Ottawa, Canada). El ANOVA de una via se realizé con

ayuda del programa PASW Statistics 18.0 (SPSS Inc, EEUU).

3.3.4. Laberinto de 8 brazos

Los ratones, en restriccion alimentaria, utilizando el mismo protocolo que en el
condicionamiento operante, se situaron al 85% de su peso inicial, antes y durante la
realizacion de la prueba. De esta forma, tuvieron tendencia a buscar comida con mayor
asiduidad, dado el menor aporte caldrico que recibieron. Esta condicion facilité el
desarrollo de la prueba. Para ello se contd con una poblacidon de 16 ratones por cada

grupo de experimentacion.

El laberinto de ocho brazos es una prueba que se emplea para evaluar memoria

espacial (lwasaki y cols., 1996). Consta de un artilugio compuesto por 8 brazos radiales.
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Cada brazo posee unas dimensiones de 6 cm de ancho x 25 cm de largo x 15 cm de alto,
y se encuentra conectado por la base a una plataforma octogonal, que es el centro del
laberinto. En el extremo final de cada brazo existe un pequefio recipiente que puede
contener comida. Tres de los brazos incluyen en sus paredes indicaciones para facilitar la
orientacién de los ratones, que pueden coincidir, o no, con los brazos que contienen
comida. Todos los brazos estdn conectados libremente entre si a través del centro, por

lo que se permite total libertad de movimientos al ratén.

Figura 3.15. Laberinto de 8 brazos instalado en el interior de la camara hipobarica. En los
extremos finales de cada brazo existe un orificio donde, contenido en un comedero, se puede encontrar
un pellet o porcién de comida. También se aprecia ligeramente una marca azul en el extremo distal del
cuarto brazo (en sentido horario, comenzando desde el situado mas arriba). En el centro del laberinto se
colocé un cilindro (no se muestra en la imagen) donde quedaba retenido el animal hasta su liberacién
cuando la cdmara obtenia un nivel de despresurizacidon adecuado (o una vez transcurrié el mismo tiempo,
sin despresurizacion de la camara, en los casos en que esta condicidn no se requeria).

Para el experimento, tres de los brazos contuvieron en sus recipientes un pellet
de comida (Noyes formula P; 20 mg; Sandown Scientific) (siempre los mismos brazos,
esto es, siempre en la misma ubicacidn espacial). Al inicio de cada sesién, el animal era
liberado de una trampa cilindrica ubicada en el centro del laberinto, mediante la

elevacion de ésta. A su finalizacidon (hasta el momento en el que el animal visitd los 3
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brazos que contenian la comida) se contabilizaron, el tiempo empleado para encontrar
los 3 brazos, y la relacidn establecida entre el nimero de veces que el animal explord los
brazos con comida, frente al nimero de exploraciones hacia los brazos sin comida. Los
valores obtenidos se normalizaron con respecto a sus valores iniciales obtenidos durante
las correspondientes sesiones de entrenamiento. Se consideré que el animal encontré o
exploré un brazo con comida cuando éste se introdujo hasta el extremo del brazo,
donde se depositd la comida, y la ingirid. Las siguientes formulas representan las

operaciones descritas:

i < tiempo transcurrido hasta encontrar los 3 brazos con comida durante la sesién (seg) )
tiempo transcurrido hasta encontrar los 3 brazos con comida durante el entrenamiento (seg)

niimero de brazos con comida explorados . .
hasta encontrar los 3 brazos con comida en la sesi6n

numero de brazos sin comida explorados
nuimero de brazos con comida explorados
numero de brazos sin comida explorados

Relacion =

hasta encontrar los 3 brazos con comida en el entrenamiento)

Las distintas sesiones se llevaron a cabo en las condiciones de presion
correspondientes a cada grupo de animales y definidas en este trabajo. Tras una primera
sesion de entrenamiento, se realizé una segunda a los 60 minutos de ésta, y otra

posterior a las 24 horas.

El andlisis estadistico y las representaciones graficas de los resultados se
realizaron con ayuda del programa SigmaPlot 8.0 (SPSS Inc, EEUU) y posteriormente las
graficas obtenidas fueron acabadas con el programa de dibujo CorelDraw X4. El test

ANOVA de una via se ejecutd con la ayuda del programa PASW Statistics 18.0.
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3.4. ANALISIS DE LOS POTENCIALES EXCITATORIOS POSTSINAPTICOS PROVOCADOS EN
LA ViA TALAMO-PREFRONTAL A DIFERENTES ALTURAS SIMULADAS

Para este experimento, se utilizé un Unico grupo de animales, cuyas condiciones
de estabulacidn fueron similares a las definidas anteriormente para un grupo control. Se

utilizaron 32 ratones para la prueba.

Durante la prueba, los animales fueron expuestos a condiciones variables de
hipoxia hipobdrica, en el interior de la cdmara. Se procedié a la estimulacidn eléctrica en
el nicleo mediodorsal del tdlamo y el registro en la corteza prefrontal medial. Para ello,
se practicaron técnicas quirurgicas con el fin de implantar electrodos en dichas regiones

y posibilitar asi tanto la estimulacién como el registro electrofisioldgico (fig. 3.16.).

3.4.1. Procedimientos quirtirgicos necesarios para la estimulacidn y registro

Los animales se anestesiaron previamente siguiendo los mismos preceptos
anteriormente detallados. Para la cirugia cerebral se requirié de un equipo estereotdxico
(David Kopf Instruments, California, EE.UU.), para localizar las coordenadas necesarias
donde ubicar los electrodos, y para dirigir éstos a las zonas descritas. Tras la correcta
colocacién vy fijaciéon de la cabeza, y con el animal anestesiado, se dirigieron los
electrodos a los siguientes nucleos de interés, y cuyas coordenadas, obtenidas de un

atlas estereotaxico (Paxinos y Franklin, 2001), se expresan respecto al punto de Bregma:

- Electrodo bipolar de estimulacion en nucleo mediodorsal del tdlamo: Localizacion
anteroposterior = 1,9 mm posterior.
Localizacion lateral = 0,4 mm a la derecha de la linea media.
Profundidad = 3,4 mm.
- Electrodo monopolar de registro en la corteza prefrontal medial:
Localizacion anteroposterior = 1,9 mm anterior.
Localizacion lateral = 0,3 mm a la derecha de la linea media.

Profundidad = 3,1 mm.
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Los electrodos bipolares de estimulacion se fabricaron trenzando dos hilos de 50
um de diametro fabricados en tungsteno y aislados con teflon (Advent Research,
Eynsham, Reino Unido). Antes de insertarlos, se retird el teflén de los extremos de los
electrodos (= 200 um) para permitir la transmision eléctrica. El electrodo de registro fue
del mismo material que los de estimulacién. Se utilizé ademdas una conexién a tierra (AM
Systemseg, Inc., Carlsborg, WA, EEUU), de plata. Esta se soldd a un tornillo (fig. 3.16.A)
gue quedd enroscado al craneo del animal para su mejor fijacidn. El resto de practicas
durante la cirugia y los cuidados postoperatorios fueron los mismos que los descritos en

anteriores apartados.

T
|||l""

Figura 3.16. Fotografias durante la cirugia para la implantacion de los electrodos de estimulacion y
registro. A, Electrodos fijados al conector de cuatro vias. B, Hueso del craneo donde se visualiza (flecha) el
area circundante al punto de Bregma, coordenada de referencia en los atlas anatémicos. C, Instantanea
que recoge la implantacién de los electrodos dentro del cerebro del animal durante el desarrollo de la
cirugia, con el uso del aparato estereotdxico. Nétese como queda inmovilizada la cabeza del animal
mediante unas barras de fijacién regulables sobre el hueso timpanal (porcién dsea del conducto auditivo
externo).
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3.4.2. Protocolo de estimulacion y registro

Tras la recuperacién postquirdrgica se ejecutd un protocolo consistente en la
aplicaciéon en el nucleo mediodorsal de dobles pulsos cuadrados de 25 microsegundos
de duraciéon cada uno y con un intervalo entre pulsos de 100 milisegundos. La intensidad
aplicada representd la tercera parte de aquella que provoca la maxima amplitud
(Gureviciene y cols., 2004) en los potenciales excitatorios postsinapticos (PEPS) de las
neuronas de la corteza prefrontal medial. Los amplificadores y el convertidor analégico-

digital fueron los mismos empleados para los registros de condicionamiento.

A

l | ESTIMULO (NUCLEO MEDIODORSAL)
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REGISTRO (AREA INFRALIMBICA)

mV
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Figura 3.17. Esquema ilustrativo de la estimulacion y el registro llevados a cabo durante la prueba para
medir la actividad electrofisiolégica a distintas alturas simuladas. A, Dibujo esquematico de la
implantacion de los electrodos de registro (Rec) y los electrodos de estimulacion (Stim) en el cerebro del
animal. B, Representacion de la posicién temporal de los estimulos aplicados (arriba). Registro real de un
raton durante la prueba a 5000 m de altura simulada (abajo).
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Para realizar este protocolo se comenzé registrando los potenciales excitatorios
postsindpticos, provocados en la corteza prefrontal medial por estimulacién en el nicleo
mediodorsal, a un nivel de presidn atmdsferica proxima a la del nivel del mar (a la
presidon correspondiente a 35 metros de altura = 760 mmHg). Posteriormente se repitid
la operacion a unos niveles de presién equivalente a 5000 metros (394 mmHg) y a 6500
metros (332 mmHg) de altura. Se calculd para cada animal el promedio de la amplitud y
la pendiente de los potenciales postsinapticos excitatorios originados en la corteza
prefrontal tras la estimulacion de 20 pares de pulsos en el nucleo mediodorsal, a cada
una de las mencionadas presiones (o alturas simuladas equivalentes). Las mediciones,
realizadas con ayuda del programa de analisis de sefales Signal (Cambridge Instruments,
Reino Unido) tanto para amplitud como para pendiente, se compararon con las

obtenidas a una presién de 760 mmHg.

Se procedid, a continuacién, al analisis estadistico mediante un test de Student
(SigmaPlot 8.0, SPSS Inc, EEUU) y a la representacién grafica del analisis de los registros a
distintas alturas. Los graficos fueron terminados con ayuda del programa CorelDraw X4

(Corel Corporation, Canada).

3.4.3. Perfusion y procesamiento del tejido cerebral

Tras la realizacién del experimento se procedié a perfundir los animales usados
para esta prueba para la fijacién del tejido cerebral y la posterior localizacion de la

ubicacion de los electrodos mediante microscopia dptica.

Previamente a la perfusién, se administré hidrato de cloral al 4%, con una dosis
correspondiente a 100 ml/kg de peso. Se procedid a la perfusiéon transcardiaca mediante
la inyeccién de una solucién de tampodn fosfato salino (en inglés phosphate-buffered
saline, PBS) 0,1M y pH 7,4 para lavar la sangre contenida en los tejidos, durante 2-3
minutos, y un volumen de 10-12 mililitros. Tras ello, se les perfundié una solucion de
paraformaldehido (PFA) al 4% en tampodn fosfato (PB) 0,1 M, durante unos 7 minutos y

60-80 mililitros de volumen inyectado.
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Tras la extraccion de los cerebros, se les realizé una postfijacion durante 4 horas
con el mismo medio fijador. A continuacién, se afiadieron a una solucién crioprotectora
de sacarosa al 30% en tampdn fosfato 0,1 M; cuando la densidad del tejido superd a la
del medio, los cerebros se almacenaron a una temperatura de -202C, para luego ser
cortados con un criostato (Leica CM1900, Wetzlar, Alemania). Para ello, los cerebros se
colocaron en posicidon adecuada en el criostato para la realizacién de cortes coronales.
Se realizaron cortes seriados de 40 um. Posteriormente a ello, se montaron en porta
objetos (O. Kindler Gmbh, Freiburg, Alemania) gelatinizados (Gelatina Blooms, Panreac,
Barcelona) a una concentracion del 0,045%, conteniendo la solucién de gelatina azida
sdédica al 0,005% y alumbre de cromo al 0,015%. Se dejaronn secar a temperatura

ambiente durante aproximadamente 24 horas.

Tras ello, se aplicé el protocolo de tincidon de Nissl, utilizando como colorante
aciddfilo el azul de toluidina, que tiene la capacidad de tefir el ADN y el ARN, entre otros

componentes celulares. La metodologia empleada fue la siguiente:

Los cortes pasaron rdpidamente por agua destilada para eliminar restos de

tampon.

- Se sumergieron en el colorante azul de toluidina durante 5 min.

- A continuacién pasaron por una fase de aclarado, sumergiendo la preparacion en
un bano de agua destilada durante unos segundos.

- Las muestras pasaron por sucesivas soluciones de alcohol de graduacién
creciente (50, 702, 969, 1009), para su deshidratacién. Los tiempos a los que se
expusieron cada uno de ellos fue de 2, 2, 1 y 1 minutos, respectivamente.

- Las muestras pasaron por dos bafios consecutivos en xilol puro durante 5

minutos, para eliminar el alcohol.

Una vez finalizada la tincion, se procedid a cubrir las muestras con cubre objetos
(0. Kindler Gmbh, Freiburg, Alemania) usando como medio de montaje una resina
sintética (DPX, Distyrene Plasticizer Xylene, Panreac, Barcelona). La utilizacion de cubre
objetos y el DPX mejord la visualizacion de las muestras en el microscopio optico, al
mismo tiempo que permitidé la conservacién en el tiempo del preparado. Las muestras

fueron visualizadas con un microscopio éptico Leica modelo DMR (Leica Microsystemseg
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GmbH, Wetzlar, Alemania) con cdmara acoplada Leica DC 500 (Leica Camera AG,
Solmseg, Alemania); las fotografias fueron tomadas digitalmente en modo de luz
transmitida. Se utilizé el software Leica IM 500 (Leica Microsystemseg GmbH, Wetzlar,

Alemania).

3.5. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA EXPOSICION Y DE LA ACLIMATACION A ALTURA SOBRE
EL SISTEMA COLINERGICO

Las siguientes técnicas fueron empleadas para cuantificar la presencia de
enzimas colinérgicas en el tejido cerebral de los ratones objeto de estudio; dichas
enzimas a detectar fueron la colina acetiltransferasa (ChAT), y la acetil colinesterasa

(AChE).

3.5.1. Perfusion y tratamiento del tejido cerebral

Tras la exposicidn a hipoxia hipobarica de ratones hipobdaricos agudos (2 horas de
exposiciéon) y de ratones aclimatados (2 semanas de exposicion), y junto con los ratones

del grupo control, se procedio a su perfusién.

Como en el procedimiento aplicado en el anterior apartado, se anestesié a los
animales con hidrato de cloral, en las concentraciones anteriormente descritas. Se
procedio a la perfusién transcardiaca mediante la inyeccion, primero de una solucién de
PBS durante 2-3 minutos, y posteriormente PFA al 4% en PB 0.1 M durante 12-14

minutos y 100-150 mililitros de volumen inyectado.

Una vez extraidos los cerebros, se realizé la postfijaciéon con el mismo medio
fijador (4 horas) y se anadieron a la soluciéon de sacarosa para la crioproteccién del
tejido. Unas 24 horas después, éstos se almacenaron a una temperatura de -20 9C. Para
la identificacién de cada hemisferio, se realizé una puncién dirigida de forma paralela a
la linea media del cerebro que abrié un pequefio orificio en el eje rostrocaudal del

hemisferio izquierdo.
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Los cerebros fueron colocados en posicién adecuada en el criostato para la
realizacion de cortes coronales. Los cortes obtenidos fueron de un grosor de 40 um. A
continuacion éstos se sumergieron en una solucion anticongelante (30% de glicerol, 30%

de etilenglicol y 40% de PB 0,1 M), y se almacenaron a -20 2C hasta ser procesados.

3.5.2. Técnicas inmunohistoquimicas

Para detectar la presencia de las enzimas ChAT y AChE, sirvié de aplicaciéon un
protocolo comun (Gruart y cols., 2000b) de técnicas inmunohistoquimicas con algunas
variantes introducidas (Léopez-Ramos y cols., 2007). Se basé en la utilizacion de
anticuerpos especificos, marcados mediante un componente que tiene la propiedad de
dar visibilidad a sus antigenos, en este caso ChAT y AChE, cuando los anticuerpos forman

un complejo con éstos, aplicado a una muestra de tejido cerebral correctamente fijada.

Por un lado, se realizé un revelado tradicional basado en el procedimiento
avidina-biotina peroxidasa (en inglés avidin—biotin peroxidase complex, ABC), con la
incorporacion del reactivo diaminobencidina, y por otro, se procedié a un revelado

mediante inmunofluorescencia.

3.5.2.1. Procedimiento de revelado basado en el complejo avidina-biotina

peroxidasa

Este método se utilizé para el marcaje y la posterior cuantificacién de los

marcadores seleccionados.

Se procedid por separado a la deteccidn de ChAT y AChE. Salvo en la adicion del
anticuerpo primario y el anticuerpo secundario especificos para cada una de las enzimas
a hallar, el protocolo para ambos fue el mismo. Para ello se empled el procedimiento
ABC (Hsu y Raine, 1981, Rodrigo 1994) que permitio detectar las enzimas

inmunoreactivas.
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Los cortes coronales, previamente almacenados en solucién anticongelante,
fueron lavados con una solucién de PBS 0,1M y pH 7,4 en un agitador orbital (Rotamax
120 de Heidolph, Schwabach, Alemania) durante diez minutos. Para asegurar la correcta
eliminacion de los restos de anticongelante, se procedid a repetir los lavados dos veces
mas. A continuacion, para eliminar la actividad de tipo peroxidasa que pudo existir en la
sangre de los tejidos, se afiadio a las secciones agua oxigenada (H,0O;) al 0,3% en PBS,
agitando la solucién durante treinta minutos. De nuevo se procedio al lavado de los
cortes con el fin de eliminar el H,0, que pudo permanecer al final de este paso. La
metodologia fue la misma empleada anteriormente; tres lavados continuos en PBS de 10

minutos cada uno.

Posteriormente, se afiadid el anticuerpo primario correspondiente diluido en una
solucién de bloqueo. Dicha solucidén estuvo compuesta por Triton X-100 al 0,2% (v/v)
(Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU) y suero bovino de albumina (en inglés, albumin from
bovine serum, BSA) al 3% (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EEUU) diluidos en PBS 0,1 M. Los
anticuerpos a emplear fueron el especifico contra ChAT (polyclonal antisera against
Choline Acetyltransferase, Millipore, MA, EEUU) con una diluciéon 1:100 en solucién de
bloqueo, y el especifico contra AChE (en inglés, polyclonal antisera against
Acetylcholinesterase, Novus Biologicals, CO, EEUU) en una dilucién 1:400. El primero se
empled para la deteccidn de la enzima ChAT, y el segundo para AChE. La incubacién se

llevd a cabo en agitacion durante 48 horas a 4 °C.

Transcurrido ese tiempo, se practicd de nuevo el protocolo de lavado definido
anteriormente. A continuacién, se preparé el anticuerpo secundario biotinilado
correspondiente para cada anticuerpo primario; para ChAT (en inglés, biotinylated rabbit
anti-goat immunoglobulin, Invitrogen, Life Technologies, San Francisco, CA, EEUU) y para
AChE (en inglés, biotynilated goat anti-rabbit, Vector Laboratories, CA, EEUU). Cada uno
de ellos fue llevado a la solucién de bloqueo en dilucién de 1:250, durante 60 minutos.

Se volvieron a realizar los tres lavados en PBS.

Tras ello, se incubaron en solucion ABC (Vector Laboratories, CA, EEUU). Este

complejo se prepard conjugando previamente durante 30 minutos una solucidon de
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avidina con una solucion de peroxidasa biotinilada. La incubacién fue de 60 minutos. A

continuacion, se procedio al lavado en PBS.

El dltimo paso consistid en la adicién del cromdégeno diaminobencidina (DAB)
concentrado al 0,05 % y diluido en PB 0,1 M. A éste se le afiadid, antes de su aplicacién
en los cortes, sulfato de niquel concentrado al 1 % y diluido 1:50 en PB 0,1 M. Esta
solucion ayudé al revelado del complejo formado antigeno-anticuerpo-avidina (Shu,
1988) confiriendo color negro a la reaccion. La peroxidasa respondié oxidando el DAB-
niquel, lo que hizo oscurecer las moléculas que presentaban el complejo, que eran al
mismo tiempo las que contenian las enzimas a detectar, es decir, ChAT o AChE. Para que
la reaccidn pudiera desencadenarse, fue necesaria la administracion de H,0, diluida al
1:100 en PB 0,1M, tras 15 minutos de incubacion del tejido con la solucién de DAB,

momento en el cual ocurrio la oxidacion del DAB y el niquel precipitd.

Se utilizé como medio de montaje rdpido DPX (Panreac, Barcelona) para cubrir
los cortes tratados y montados en portas gelatinizados, como anteriormente se
describié. Tras varias horas de secado, se procedidé a la visualizacion con microscopio

optico.

3.5.2.2. Procedimientos de inmunofluorescencia

Este método se utilizé para evidenciar hipotéticas colocalizaciones de las enzimas

tratadas.

Se procedié a la deteccidén conjunta de ambas enzimas en una misma muestra,
aprovechando la distinta emision de luz en el espectro de ondas producida por cada

complejo.

Para ello, se procedid a seguir los mismos pasos que en el protocolo
anteriormente descrito, incluyendo la adicidon conjunta de los anticuerpos primarios
para ChAT y AChE, y su posterior lavado. A partir de ese momento, se afiadid el
anticuerpo secundario para ChAT (en inglés, donkey anti-goat Alexa fluor 488

conjugated) y el anticuerpo secundario para AChE (en inglés, donkey anti-rabbit Alexa
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fluor 555 conjugated), ambos de Invitrogen Life Technologies (San Francisco, CA, EEUU),
y con propiedades fluorescentes. La dilucidn correspondiente para ambos fue 1:200 en
solucion de bloqueo y la incubacidn se realizé6 durante 60 minutos. A la aplicacién de
anticuerpos secundarios para detectar de forma conjunta estas enzimas se le sumd el
marcador fluorescente de diamidinofenilindol (DAPI), que reacciond sobre la doble
hélice de ADN, permitiendo una mejor identificacion de los nucleos celulares. Se utilizé
una dilucién 1:1000 en solucion de bloqueo, y se incubd junto con los otros dos
anticuerpos secundarios. Posteriormente, se procedid al montaje de los cortes con el
medio ProLong Gold (ProLong Gold Antifade Reagent, Invitrogen Life Technologies, San
Francisco, CA, EEUU).

Las muestras fueron visualizadas por medio de un microscopio de fluorescencia

con sistema de diseccion 6ptica Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Inc., Jena, Alemania).

3.5.3. Captura fotografica en microscopio optico

Las muestras provenientes del procedimiento ABC, teiidas con diaminobencidina
fueron visualizadas en un microscopio éptico Leica modelo DMR con camara acoplada
Leica DC 500 (Leica Microsystemseg GmbH, Alemania); las fotografias se tomaron
digitalmente en modo de luz transmitida. Se utilizé el software Leica IM 500 (Leica
Microsystemseg GmbH, Alemania). Se seleccionaron cuatro regiones para la captura

fotogréfica: septum medial, corteza piriforme, corteza visual y drea CA1 del hipocampo.

Todas las fotos se realizaron en las mismas condiciones naturales de luz,

resolucidn, y demas caracteristicas que se describen a continuacién:

- Polarizador: no procedié

- Diafragma: abierto completamente
- Tiempo de exposicion: 5,1 mseg

- Ganancia: 1x

- Color: escala de grises

102



Material y Métodos

Se tuvo especial cuidado a la hora de mantener en el mismo plano la interseccién

entre los ejes dorsoventral y rostrocaudal en cada captura de imagen.

Cada una de las regiones cerebrales seleccionadas para la captura fotografica y

posterior analisis tuvieron otra serie de especificaciones:

- Para septum se utilizaron lentes de aumento 5x. Se seleccionaron los cortes
comprendidos desde 1,10 mm hasta 0,62 mm anteriores al punto Bregma.

- Para la regidon CA1 del hipocampo, se utilizé6 una lente de aumento 40x. Los
cortes se tomaron desde 1,34 mm hasta 2,30 mm posteriores al punto Bregma.
Se tomaron fotografias tanto del hipocampo izquierdo como del derecho.

- Se emplearon lentes de aumento 10x para la corteza piriforme. Se tomaron
cortes desde 1,94 mm anterior a Bregma hasta 2,30 mm posterior a Bregma. Se
fotografio la corteza correspondiente al hemisferio derecho y al izquierdo.

- Para la corteza visual secundaria mediomedial, se utilizé6 una lente de aumento
20x. Se tomaron cortes desde 2,18 mm hasta 3,52 mm posteriores al punto
Bregma. Se tomaron fotomicrografias tanto del hemisferio izquierdo como del

derecho.

3.5.3.1. Calculo del area inmunoreactiva mediante el analisis de imagen

Se analizaron un total de 260 imagenes del septum, 146 imagenes de CA1l, 524
imagenes de la corteza piriforme y 161 de corteza visual secundaria. Tanto en CA1 como

en las cortezas piriforme y visual se analizaron imagenes de ambos hemisferios.

Las imagenes se analizaron utilizando el software libre Image J (National Institute
of Health, EEUU). En concreto, se calculd, tras definir el drea de interés en cada corte
incluido en las zonas acotadas previamente descritas, el drea relativa marcada con DAB
(inmunoteiiida). Este drea marcada representa el area inmunoreactiva para los
anticuerpos de la enzima ChAT (anti-ChAT o a-ChAT) y de la enzima AChE (anti-AChE o a-
AChE), y es directamente proporcional a la presencia de cada enzima en las muestras. La

relacion quedé definida asi:
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area inmunotefiida (mm?)

Area inmunoreactiva para a-ChAT / a-AChE (%) = ( ) x 100

area total seleccionada (mm?)
Como criterio, se consideré marcaje inmunoreactivo en cada punto de la imagen

un valor superior al prestablecido de una serie numérica en la escala de grises.

En la figura 3.18., se muestran las dreas de interés analizadas en septum, corteza

piriforme, CAly corteza visual secundaria.

Figura 3.18. Representacion de las regiones analizadas para el estudio de la presencia de los
marcadores a-ChAT y a-AChE. A, Fotomicrografia de un corte coronal mostrando el septum medial (MS),
rama vertical de la banda de Broca (VDB) y rama horizonal de la banda de Broca (HDB) acotados mediante
linea discontinua. En la esquina superior izquierda se muestra de forma esquematica el corte con la zona
fotografiada enmarcada. La barra de escala representa 500 um. Notese en la parte superior derecha el
orificio presente en el tejido, producto de la puncion realizada sobre el hemisferio izquierdo para su
identificacion. B, Fotomicrografia de la corteza piriforme acotada y esquema del corte coronal donde se
muestra su ubicacién. La barra de escala representa 250 um. C, Fotomicrografia del area CAl de
hipocampo y esquema general de su ubicacién. La barra de escala representa 50 um. D, Fotomicrografia
de la corteza visual secundaria mediomedial y esquema general de su ubicacién. La barra de escala
representa 500 um. Las zonas acotadas correspondieron a las areas de interés analizadas.
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Los datos se exportaron a una hoja de calculo (Excell, Microsoft Office 2010) y la
representacién grafica se llevé a cabo mediante SigmaPlot (SPSS Inc, EEUU) y CorelDraw
X4 (Corel Corporation, Ottawa, Canada). El analisis estadistico se llevo a cabo con el
programa PASW Statistics 18.0 con el fin de buscar diferencias significativas entre grupos
y hemisferios, mediante el test ANOVA de una via y mediante las pruebas post hoc de

Bonferroni.

3.5.4. Captura fotografica en microscopio de fluorescencia

Las muestras marcadas mediante inmunofluorescencia se fotografiaron con el
microscopio Axio Observer.Z1 (Carl Zeiss, Inc., Alemania), equipado con el disector
Optico ApoTome, que permitié generar secciones 6pticas de las muestras semejantes a
las obtenidas mediante microscopia confocal. Este es un accesorio que se acopla al
equipo y que cuando esta activo captura imagenes de mayor contraste mediante el
método de proyeccién de franjas, segun el cual la captura de la imagen sdlo se produce
parcialmente en cada seccidn dptica. Se genera asi un grid (franjas horizontales en la
imagen donde hay captura, separadas de espacios de sombra donde no la hay). Tras la
recopilacion de varias secciones Opticas, en las que la localizacion de los espacios
sombra siempre varia de posicién, se compilé una imagen con un efecto de mayor
contraste y nitidez. En la figura 3.19. se esquematiza el proceso de composicion de la

imagen:

Figura 3.19. Representacion esquematica del efecto de la aplicacion del grid utilizado por el

disector 6ptico ApoTome. A partir de la captura de la imagen inicial (A), se obtuvo una nueva imagen (C)
de mayor calidad y nitidez mediante la compilacidn de secciones dpticas a través del grid (B). Los espacios
de sombra donde no hay captura son en realidad mucho mds estrechos y se presentan en mayor nimero.
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Para detectar zonas de colocalizacion de las enzimas ChAT y AChE se

seleccionaron las mismas regiones que para la cuantificacién de su inmunoreactividad.

El control del microscopio Axio Observer.Z1 fue dirigido por el software de
AxioVision 4.8 (Carl Zeiss, Inc.). De éste, se utilizaron las herramientas Z-stack, que
permite la adquisicion multidimensional, y Multichanel Fluorescence, que permite unir

en una misma composicién imagenes tomadas con distinta longitud de onda.

Estas dos herramientas fueron utiles para revelar regiones cerebrales con
colocalizacién de enzimas. A continuacion se detallan las diferentes longitudes de onda
(A) a la que se excitaron las enzimas marcadas con fluorescencia, y la longitud de onda

correspondiente a la que emitieron cada una:

- ChAT marcado con Alexafluor 488-> maxima absorcidon a 495 nm de A - maxima
emision a 519 nm de A

- AChE marcado con Alexafluor 555> maxima absorcidn a 555 nm de A - maxima
emision a 565 nm de A

- Marcador DAPI - maxima absorcion a 358 nm de A -

maxima emision a 461 nm de A
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A continuaciéon se exponen los resultados del analisis realizado a los datos
obtenidos tras realizar las pruebas electrofisioldgicas, comportamentales e

inmunohistoquimicas previamente descritas.

4.1. ESTUDIO COMPORTAMENTAL

4.1.1. Condicionamiento clasico

Los dos paradigmas de condicionamiento cldsico de reflejo corneal estudiados

tuvieron paralelismos en sus resultados; no obstante, se presentan de manera separada.
4.1.1.1. Condicionamiento clasico de reflejo corneal. Paradigma de traza

En general, el porcentaje de respuestas condicionadas generadas en los animales
durante toda la prueba de condicionamiento se mantuvo bajo; no obstante, se

obtuvieron diferencias significativas entre los distintos grupos de animales.

Partiendo de un andlisis por sesiones, el porcentaje de respuestas durante la
habituacion fue muy pequeiio (fig. 4.1). Aunque el tipo de respuestas obtenidas durante
esta fase no puede calificarse como verdaderas respuestas condicionadas, sino como
respuestas de sobresalto, como se discute mas adelante, se incluye dentro del analisis
de respuestas condicionadas para ofrecer una idea mdas completa de la evolucién del
porcentaje de respuestas. Este porcentaje oscilé entre el 10-20% del total de eventos
(presentaciones del estimulo neutro, en este caso). Asi, durante la tercera sesién de
habituacion, el grupo control (C) experimentd un porcentaje de respuestas reflejas de
11.4 + 1.3; media + E.E.M., n = 16, mientras que para el grupo de animales hipobaricos
agudos (H) el porcentaje fue de 7.9 + 1.2; media + E.E.M., n = 15. En el caso de los
animales aclimatados, alcanzaron unos porcentajes que para el grupo que realizé las
pruebas en condiciones control (AT) fue de 13.8 + 2.9; media + E.E.M., n = 14, y para el
grupo que las realizé en altura simulada (AH) fue de unos valores de 8.0 + 1.0; media *

E.E.M., n28.
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Durante las sesiones de condicionamiento se originaron las auténticas respuestas
condicionadas, y su porcentaje aumentd segun transcurrieron las sucesivas sesiones,
excepto en el grupo de hipobdaricos agudos H (14.5 * 3.8; media + E.E.M., n = 16), y el
grupo de pseudocondicionados (figs. 4.1., 4.2., respectivamente), en los que apenas se
aprecié incremento. Los valores maximos ocurrieron, ya en la tercera sesion, cuando el
porcentaje de respuestas alcanzé un nivel asintético. El grupo control, en cambio,
alcanzé el maximo de respuestas el cuarto dia de condicionamiento (39.4 + 4.9; media +

E.E.M., n = 16).

Con el andlisis de medidas repetidas aplicado a los datos correspondientes a las cuatro
sesiones de condicionamiento, y con el estadistico ANOVA de una via, se detectaron
diferencias significativas entre los distintos grupos [F3ss) = 9.1; P < 0.001]. El analisis
indico diferencias significativas también entre las distintas sesiones [F(3165) = 29.0; P <

0.001] y en la interaccion entre los diversos grupos por sesion [F(g, 165) = 2.9; P < 0.01].

Examinando los datos para el dia en el cual se experimentd el maximo de
respuestas condicionadas en la mayor parte de grupos (tercera sesion de
condicionamiento), el grupo control presentd un porcentaje de 32.1 + 4.8 (media *
E.E.M., n = 16). Para el grupo de aclimatados y condicionados a 5000 metros de altura
simulada (AH), el porcentaje de respuestas alcanzé el 27.4 + 5.5 (media + E.E.M., n = 14).
El otro grupo de aclimatados a altura, condicionado a una presidn equivalente al nivel
del mar (= 760 mmHg) (AT), mostré unos valores de 45.7 + 8.1 (media + E.E.M., n = 14).
El porcentaje de respuestas fue mucho menor en el caso del grupo H, grupo no
aclimatado a altura y condicionado a 5000 metros de altura simulada (394 mmHg de
presidon), que llegd al 4.7 + 1.1 (media + E.E.M., n = 15) de respuestas condicionadas. El
grupo control alcanzé valores significativamente mas altos que este ultimo grupo
durante la tercera y cuarta sesidon de condicionamiento (P < 0,01). El grupo AH mostré
diferencias significativas respecto al grupo H Unicamente en la tercera sesién (P < 0,05).
En cambio, el grupo AT alcanzo diferencias significativas con el mencionado grupo en

todas las sesiones de condicionamiento (P < 0,01).

En lo referido a las distintas sesiones de extincion, tanto el grupo control como el

grupo de aclimatados AT alcanzaron valores relativamente altos de respuestas
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condicionadas en la primera y segunda sesion (fig. 4.1). En la tercera sesion, todos los
grupos experimentaron un notable descenso en el porcentaje de respuestas. Aplicando
el andlisis de medidas repetidas durante todo el proceso de extincién, se evidenciaron
diferencias significativas entre grupos [F(3ss) = 6.89; P < 0.01], entre sesiones [F(2,110) =
11.4; P = 0.001], pero no asi para la interaccion entre grupos por sesiones [F(s110) = 1.34;

P =2.44).

En la primera sesidn de extincidn se registraron unos valores de 23.1 + 3.3 (media
+ E.E.M., n = 16) para el grupo control y de 25.9 + 6.6 (media + E.E.M., n = 14) para el
grupo AT. En el grupo de aclimatados y condicionados en altura AH, el porcentaje de
respuestas en esta sesion fue de 14.2 + 2.3 (media £ E.E.M., n = 14). El grupo de no
aclimatados (H) no sobrepasd en ninguna sesion el 10% de respuestas condicionadas.
Las diferencias significativas entre grupos se manifestaron en la primera y segunda
sesion. En la tercera sesidn, debido al descenso pronunciado en el porcentaje de
respuestas en todos los grupos, los valores tendieron a igualarse. Asi, el grupo control
marco diferencias significativas (P < 0,05) con el grupo H, mientras el grupo AT evidencid

mayores diferencias (P < 0,01) con ese mismo grupo.
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Figura 4.1. Representacion del porcentaje de respuestas palpebrales condicionadas alcanzado por los
grupos experimentales durante el paradigma de condicionamiento clasico de tipo traza. Se muestran los
resultados obtenidos por grupo control (C), hipobarico agudo (H), aclimatado a hipobaria y condicionado
en condiciones de presion normal (760 mmHg) (AT), y aclimatado y condicionado en condiciones de
hipobaria (AH) durante las diez sesiones del protocolo analizadas. Las condiciones de hipobaria se
caracterizaron por una presion de 394 mmHg, equivalente a 5000 metros de altura simulada. La
exposicion a hipobaria se llevé a cabo durante las sesiones de condicionamiento y extincién en los grupos
H y AH. H1-H3 representan los datos obtenidos en las sesiones de habituacién, C1-C4 los datos en las
sesiones de condicionamiento, y E1-E3 los datos recogidos a lo largo de la extincion. Los valores vienen
indicados como promedios de respuestas condicionadas + el error estdndar de la media, expresados como
porcentajes (n > 14). Diferencias significativas entre los grupos ATy H: YV P<0.01, YV V P<0.001;
entre los grupos Cy H: ® P < 0.05, ¢ P < 0.01; y entre los grupos AHy H: A P <0.05. ANOVA de una via;
prueba post hoc: Test de Bonferroni.

En la figura 4.1., se puede apreciar la tendencia de las curvas de aprendizaje de
los animales aclimatados y los hipobaricos agudos en relacidn al comportamiento del
grupo control. La aclimatacién a altura impidié la afeccién del aprendizaje durante el
condicionamiento cldsico de reflejo palpebral, como se comprueba al comparar los
resultados de los grupos AH y H. Este tipo de aclimatacidn favorecid que el grupo AT
superara en numero de respuestas palpebrales condicionadas al grupo control, cuando

ambos grupos se condicionaron a una presion normal (<760 mmHg).

El porcentaje de respuestas condicionadas durante todo el experimento por el
grupo de ratones pseudocondicionados (fig. 4.2.) no mostré una clara tendencia; el

analisis estadistico tampoco proporcioné diferencias significativas entre ninguna de las
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sesiones de la habituacion, el condicionamiento, o la extincion [F g63) = 1.22; P = 0.32].
En comparacién con el grupo control, en el que el aumento de porcentaje de respuestas
condicionadas siguid6 una clara tendencia alcista, el grupo de animales

pseudocondicionados no reflejé tal tendencia.
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Figura 4.2. Representacion del porcentaje de respuestas palpebrales condicionadas alcanzado por el
grupo pseudocondicionado durante el paradigma de condicionamiento clasico de tipo traza. Se
muestran los resultados del grupo control (C) y los ratones del grupo pseudocondicionados (Pseudo). H1-
H3 representan las sesiones de habituacidn, C1-C4 las sesiones de condicionamiento, y E1-E3 las sesiones
de extincién. Los valores vienen indicados como promedios de respuestas condicionadas + el error
estandar de la media, expresados como porcentajes (n = 8).

4.1.1.2. Condicionamiento cldsico de reflejo corneal. Paradigma de demora

Esta prueba presentd diferencias en los resultados con respecto al
condicionamiento de tipo traza. Desde el comienzo de la habituacién, se observd un

considerable incremento de respuestas respecto al condicionamiento de traza.

A lo largo de las sesiones de habituacién, se produjo una tendencia descendente
en la presencia de respuestas, salvo en el grupo de aclimatados AT. Asi, durante la
tercera sesioén, el grupo control (C) obtuvo un porcentaje de respuestas de 37.3 + 6.1
(media + E.E.M., n = 8). El grupo de aclimatados a altura, condicionados a una presién

equivalente a la del nivel del mar (= 760 mmHg) (AT), alcanzé un porcentaje de 37.9 +
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5.8 (media + E.E.M., n = 9). En el otro grupo de aclimatados, condicionados a 5000
metros de altura simulada, AH, el porcentaje de respuestas alcanzé el 29.0 £ 5.2 (media

+E.E.M., n=8).

En las sesiones de condicionamiento, todos los grupos, con la excepcion de los
animales pseudocondicionados (fig. 4.4.), fueron aumentando el porcentaje de
respuestas palpebrales condicionadas a medida que avanzaron las sesiones, hasta
encontrar los maximos en la tercera sesién (grupos Cy H) o en la cuarta sesién (grupos
AT y AH) (fig. 4.3.). El analisis de medidas repetidas, utilizado para el tratamiento de
datos en las sesiones de condicionamiento, establecié diferencias significativas para los
distintos grupos [Fz27) = 7.9; P < 0.01]. El analisis marcé ademas diferencias entre las
distintas sesiones [F(3s1) = 18.6; P < 0.001] pero no para la interacciéon entre grupos y

sesiones [F(g g1)=0.9; P = 0.4].

En el grupo C, el porcentaje en la tercera sesion fue 50.1 + 7.4 (media £ E.E.M., n
= 8) de respuestas condicionadas. En los dos grupos de animales aclimatados, cuyos
maximos porcentajes de respuesta se encontraron en la cuarta sesion de
condicionamiento, se registraron unos porcentajes para ese dia de 66.7 + 5 (media *
E.E.M., n =9) en el caso del grupo AT, y de 56.6 + 8.1 (media + E.E.M., n = 8) en el del AH.
El grupo de aclimatados a altura y condicionados a 760 mmHg de presion (AT) marcé
diferencias con el grupo de hipobaricos agudos (H) desde la primera sesion de
condicionamiento (P < 0,05), mientras que también las establecid con el otro grupo de
aclimatados (AH) durante el primer dia de condicionamiento (P < 0,05). Ademas, este
ultimo grupo también mostré diferencias estadisticamente significativas con el grupo H

en la sesion ultima de condicionamiento (P < 0,05).

La extincidn supuso una disminucidn en el porcentaje de respuestas palpebrales
desde la primera a la tercera sesidn en todos los grupos. De esta forma, los porcentajes
descendieron en la primera sesidén de extincion al 32.3 £+ 6.2 (media + E.E.M., n = 8) en el
grupo control, al 46.3 + 7.6 (media * E.E.M., n =9) en el grupo AT, al 24.2 + 6.2 (media +
E.E.M., n=8)enelgrupoAHyal 12.4 + 7.8 (media + E.E.M., n = 7) en el grupo H. Tras el
estudio estadistico, éste confirmd diferencias entre grupos [F(27) = 5.0; P < 0.01], entre

sesiones [F(;54) = 15.4; P < 0.001], pero no en la interaccidn entre grupos por sesién [Fg,
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s4) = 2.9; P = 0.6]. Solo el grupo AT presentd diferencias significativas con el grupo H (P <
0,05). El grupo AT, ademas, alcanzé diferencias en la ultima sesién de extincién con el

otro grupo de aclimatados (AH) (P < 0,05).
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Figura 4.3. Representacion del porcentaje de respuestas palpebrales condicionadas alcanzado por los
grupos experimentales durante el paradigma de condicionamiento clasico de tipo demora. Se muestran
los resultados del grupo control (C), hipobarico agudo (H), aclimatado a hipobaria y condicionado en
condiciones de presién normal (760 mmHg) (AT), y aclimatado y condicionado en condiciones de hipobaria
(AH). Las condiciones de hipobaria se caracterizaron por una presidon de 394 mmHg, equivalente a 5000
metros de altura simulada. La exposicion a hipobaria se llevd a cabo durante las sesiones de
condicionamiento y extincidn en los grupos H y AH. H1-H3 representan los datos obtenidos en las sesiones
de habituacion, C1-C4 los datos en las sesiones de condicionamiento, y E1-E3 los datos recogidos a lo largo
de la extincidn. Los valores vienen indicados como promedios de respuestas condicionadas * el error
estandar de la media, expresados como porcentajes (n > 7). Diferencias significativas entre los grupos AT y
H: ¥ P<0.05, ¥V P<0.01; entre los grupos AT y AH: = P < 0.05; y entre los grupos AHy H: A P < 0.05.
ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni.

Como se aprecia en la figura 4.3., durante las sesiones de condicionamiento
todos los grupos representados aumentaron gradualmente el porcentaje de respuestas
condicionadas; posteriormente en la extincidn se invirtié esta tendencia hasta encontrar
unos valores menores a los obtenidos en la habituacidn. No sucedié asi en los ratones
pseudocondicionados, cuyo porcentaje no aumentd a lo largo de las sesiones de

condicionamiento; el andlisis estadistico tampoco proporcioné diferencias significativas
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entre ninguna de las sesiones. En la figura 4.4., se representan en comparacion con el

grupo de animales control.
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Figura 4.4. Representacion del porcentaje de respuestas palpebrales condicionadas alcanzado por el
grupo pseudocondicionado durante el paradigma de condicionamiento clasico de tipo demora. Se
muestran los resultados del grupo control (C) y los ratones del grupo pseudocondicionados (Pseudo). H1-
H3 representan los datos obtenidos en las sesiones de habituacidon, C1-C4 los datos en las sesiones de
condicionamiento, y E1-E3 los datos recogidos a lo largo de la extincion. Los valores vienen indicados
como promedios de respuestas condicionadas * el error estandar de la media, expresados como
porcentajes (n = 8).

4.1.2. Condicionamiento operante en caja de Skinner
4.1.2.1. Programa de razon fija 1

En el caso del programa de razéon fija 1, se analizaron los resultados
correspondientes a cada uno de las diez sesiones consecutivas. No se representan los
resultados de las cuatro primeras sesiones, dados los insignificantes incrementos en el
numero de palancas pulsadas por parte de los animales para la obtencién de comida. A
partir de la sexta sesion, se produjo un notable y progresivo incremento del nimero de
palancas presionadas (fig. 4.5.). El analisis de medidas repetidas establecié sobre el

conjunto de datos diferencias significativas entre el grupo H y el resto de grupos (C, ATy
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AH). Estas se produjeron durante la sexta [F3,30) = 3.1; P < 0.05], la séptima [F3,30 = 3.8; P
< 0.05], la octava [F(329) = 6.39; P < 0.01], la novena [F329) = 9.7; P < 0.001] y la décima

sesién de condicionamiento [F(319) = 6.2; P < 0.01].

Durante la quinta sesién de condicionamiento, el promedio de palancas
presionadas por los animales de los grupos control (C), aclimatados AT y AH, e
hipobobarico agudo (H) fue de 8.0+ 2.6,5.3+2.0,7.2+2.4y 0.0+ 0.0 (media £ E.E.M., n
> 7), respectivamente. Segun avanzaron las sesiones, se aprecié un aumento progresivo
en el nimero de palancas presionadas. El maximo de ellos se obtuvo en la novena sesién
de condicionamiento en el caso de los animales aclimatados a altura. Entre estos, el
grupo testado a una presién normal (=760 mmHg) (AT), alcanzé 35.0 + 4.9 (media *
E.E.M., n =8), mientras el grupo testado a una presién de 5000 metros de altitud
simulada (=360 mmHg) (AH), se situd en 32.4 + 6.2 (media + E.E.M., n =8). El grupo
control y el de hipobdricos agudos (H) por su parte, alcanzaron sus mdaximos en el
décimo dia de sesidn, llegando a 26.3 + 17.5y 2.9 + 1.1 palancas presionadas (media *
E.E.M., n =7), respectivamente. Desde la sexta sesion, el grupo de ratones aclimatados a
altura y condicionados a presion normal (= 760 mmHg) (AT), marcé diferencias
significativas respecto al grupo de hipobaricos H (P < 0,05). El otro grupo de aclimatados
(AH), y el grupo control, obtuvieron diferencias significativas a partir del séptimo dia (P <

0,05).

117



Resultados

507 & C

H ¥y

401

30

20

10

N? Palancas Presionadas

Sesién

Figura 4.5. Condicionamiento operante en caja de Skinner durante el programa de razon fija 1.
Representacion del nimero de palancas presionadas desde la quinta hasta la décima y ultima sesion. Se
encuentran graficados los promedios de los valores de los grupos control (C), hipobarico agudo (H),
aclimatado a altura y condicionado a = 760 mmHg (AT), y aclimatado a a altura y condicionado a 394
mmHg de presidon (AH). Los valores vienen indicados como promedios de palancas pulsadas * el error
estandar de la media (n > 7). Diferencias significativas entre los grupos ATy H: ¥ P<0.05, YV P<0.01,
V V V P<0.001; entre los grupos Cy H: eP < 0.05, e P < 0.01; y entre los grupos AHy H: A P < 0.05,
A A P<0.01. ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni.

Como muestra la figura 4.5., todos los grupos, con la excepcion de los no
aclimatados y condicionados a 5000 metros de altura simulada (grupo H), aumentaron
de forma lineal el numero de palancas presionadas durante la tarea de
condicionamiento operante. No se apreciaron entre ellos diferencias en sus promedios
ni en las tendencias que describieron a lo largo de las sesiones. Si se apreciaron, en
cambio, diferencias significativas entre cada uno de ellos con el grupo H, debido a que
este Ultimo grupo no consiguidé aprender la tarea de condicionamiento operante; el
Ultimo dia de sesidn este grupo alcanzd, en promedio, un nimero de 3 palancas
presionadas durante los 20 minutos de tarea, una cantidad que no se considerd
indicativa de aprendizaje asociativo entre la accién de presionado de la palanca y el

reforzador aplicado.

4.1.2.2. Programa aleatorio

En la siguiente prueba en caja de Skinner se utilizé el programa aleatorio, en el

cual la complejidad de la tarea aumentd con el fin de obtener rendimientos submaximos
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en los ratones. Para su ejecucion, esta nueva tarea exigié del conocimiento previo de la
prueba anterior. Para ello, los ratones del grupo H, que inicialmente no aprendieron a
asociar los estimulos (fig. 4.5.), fueron de nuevo entrenados en razon fija 1 a una presiéon
normal hasta que aprendieron la asociacion (aproximadamente cuando presionaron la
palanca al menos 20 veces por sesion). Posteriormente, se procedid a la ejecucion del

programa aleatorio.

Como se aprecia en la figura 4.6., se observé una clara tendencia ascendente del
nimero de palancas pulsadas por el grupo AT a lo largo de las sesiones. En el otro grupo
de aclimatados (AH), la evolucién ascendente no estuvo tan definida; solo en los dos
ultimos dias de condicionamiento operante se obtuvieron valores superiores, en ninguin
caso con diferencias significativas. El grupo control presenté diferencias con el grupo de
hipobaricos agudos en cuanto a la tendencia, ya que ninguno se alejo de los valores
registrados durante el primer dia de condicionamiento. De ninguno de ellos se pudo

decir, por tanto, que hubieran aprendido a ejecutar la tarea satisfactoriamente.

Los resultados de la nueva tarea reportaron mayores diferencias intergrupales.
De esta forma, los ratones aclimatados a altura y condicionados a presién normal (= 760
mmHg, AT) destacaron en conjunto sobre el resto de grupos a partir de la séptima
sesion. Tras el analisis de medidas repetidas, se constataron diferencias entre el grupo
ATy el resto de los grupos para la séptima [F(3 28 = 4.6; P < 0.05], novena [F(325 = 6.8; P <
0.01], onceava [F(325) = 4.7; P < 0.01] y duodécima sesiones [F3 23 = 6.7; P < 0.01].

La evolucion de los valores durante todo el experimento (obtenidos al dividir el
numero de palancas presionadas con luz encendida entre el nimero de palancas
presionadas con luz apagada, y a su vez normalizado sobre el valor obtenido durante la
primera sesién) fue poco definitoria, con la excepcién del grupo AT, que experimentd un
aumento muy apreciable en progresion con las sesiones. Asi, el dia cuarto de sesidn este
grupo presentd como indice 183.4 + 68.4 (media + E.E.M., n =7), mientras el duocécimo
(ultimo) dia fue de 478.7 + 136.3 (media * E.E.M., n =7). No hubo una clara evolucién
positiva en los indices del resto de grupos; asi, el grupo control obtuvo 110.4 + 36.7 en la
cuarta sesiéon y 86.5 + 18.12 en la duodécima (media + E.E.M., n =7), y el grupo H un

valor de 112.3 £ 48.8 y 103.3 £ 10.3 en la cuarta y duodécima sesiones (media + E.E.M.,
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n =7), respectivamente. El otro grupo de aclimatados a altura (AH), si registré cierta
tendencia positiva, al pasar en la cuarta jornada de 93.3 + 8.6 a 220.8 + 23.1 en Ia
duodécima (media + E.E.M., n =7); no obstante, éste grupo no se diferencié

significativamente del resto.

Solo el grupo AT establecié diferencias significativas. Estas fueron con respecto a
los grupos control y H. Tanto con el primero como con el segundo marcé diferencias los
dias nueve, once y doce de sesién (P < 0,05); para el dia séptimo también se produjeron

diferencias con el grupo control (P < 0,01).
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Figura 4.6. Condicionamiento operante en caja de Skinner durante el programa aleatorio.
Representacion del cociente entre el nimero de palancas presionadas durante el periodo de luz y el
numero de palancas presionadas durante el periodo sin luz, normalizados con respecto al mismo cociente
obtenido durante la primera sesion. Durante el periodo sin luz, los pellets de comida no fueron
dispensados tras el pulsado de la palanca, y este periodo se incrementd en 10 segundos cada vez que el
animal la pulsaba. Los valores de los grupos C, H, AT y AH vienen indicados como promedios de respuestas
condicionadas * el error estandar de la media, expresados como porcentajes (n = 7). Diferencias
significativas entre los grupos ATy H: ¥ P <0.05, ¥V P <0.01; y entre los grupos AT y C: =x P < 0.01.
ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni.

120



Resultados

4.1.3. Reconocimiento de objetos

En general, los resultados de esta prueba de memoria visual indicaron la
existencia de diferencias en el largo plazo; al comparar los indices de exploracién entre
la sesidn primera y las sesiones realizadas 12 y 36 horas después, se obtuvieron

diferencias significativas en los animales aclimatados, como mas adelante se detalla.

Al observar la figura 4.7., se comprueba cédmo los resultados mostraron en mayor
o menor medida preferencia por el objeto novedoso, y que esta mayor preferencia
dependié de la sesidn y de cada grupo experimental. Asi, a medida que sucedian las
sesiones, los grupos mostraron un aumento en la preferencia por el objeto nuevo. En la
mayoria de casos, aunque los animales mostraran mayor indice de exploracién por el
objeto nuevo, esas diferencias no pudieron ser validadas estadisticamente. El grupo de
animales AH invirtié esta tendencia en la sesidén de las 12 horas, como a continuacién

pasa a describirse.

Los valores del indice de exploracién en la primera sesidon de presentaciones (0
horas) para los grupos C, H, AT y AH, fueron de 106.7 + 6.3, 116.6 + 7.0, 101.2 + 3.8 y
109.6 + 7.6 (media % E.E.M., n > 16), respectivamente. Estos datos mostraron una ligera
tendencia hacia una mayor exploracién de los objetos orientados hacia uno de los lados,
aunque no se pudo calificar de preferencia debido a que las diferencias fueron no

significativas e, individuo por individuo, no se apreciaron tendencias determinantes.

La ultima sesién del experimento (realizada a las 36 horas) registré los valores
mas altos en el indice de exploracion. Todos los grupos superaron los valores indicados
para la primera sesidn. Asi, el grupo control obtuvo un indice de 125.5 £ 7.6, mientras
gue el grupo de animales hipobaricos agudos obtuvo un valor de 123.8 + 11.4 (media *
E.E.M., n > 16). Los grupos de animales aclimatados AT y AH alcanzaron indices de 137.1
+ 6.1y 123.0 £+ 4.8 (media + E.E.M., n > 16), respectivamente. Resaltar que el maximo
valor para el indice (proporcional a una mayor preferencia a explorar objetos

novedosos) se dié en el grupo de aclimatados experimentados a presiéon normal (AT).

Tras hacer una comparacién entre sesiones, se detectaron diferencias entre

éstas. Solo el grupo de aclimatados que realizé la prueba a presiéon normal (= 760 mmHg,
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AT) present6 diferencias significativas tras comparar sus valores iniciales con respecto a
la sesion correspondiente a las 36 horas [F(3,75) = 5.16; P < 0.01]; prueba post hoc: Test de

Dunnett.
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Figura 4.7. Representacion de los resultados obtenidos durante la prueba de reconocimiento de objetos.
Se muestran los resultados de los cuatro grupos experimentales C, H, AT y AH (control, hipobarico agudo,
aclimatado a altura y experimentado a = 760 mmHg, y aclimatado a a altura y experimentado a 394 mmHg
de presidn, respectivamente) en las 4 sesiones reconocimiento (0 horas, 1 hora, 12 horas y 36 horas).
Todos los grupos estuvieron expuestos a una presion atmosférica normal (= 760 mmHg) en la primera
sesion. El resto de sesiones se Ilevaron a cabo en las condiciones de presidon particulares de cada grupo.
Los valores del eje de ordenadas representan el indice de exploracién (porcentaje de tiempo, en
promedio, dedicado a la exploracion del objeto novedoso). Los valores de los distintos grupos vienen
indicados como promedios de indices de preferencia * el error estdndar de la media, y expresados en
porcentaje (n > 16). Diferencias significativas en el grupo AT entre las sesiones 0 horas y 36 horas: YV, P
< 0.01. ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Dunnett.

Como se aprecia en la figura 4.7., los resultados del grupo de ratones aclimatados
AH no siguieron la tendencia general de los demads grupos. En la sesidn correspondiente
a las 12 horas, este grupo de aclimatados disminuyd su preferencia por el objeto
novedoso respecto a sus valores iniciales, y lo hizo hasta invertir la preferencia (87.8 +
6.2; media + E.E.M., n 2 16), esto es, invirtiendo mdas tiempo en explorar el objeto

familiar.
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4.1.4. Laberinto de 8 brazos

Tras la recopilacién simultanea de los datos correspondientes a los indices
Relacion de brazos visitados, y Tiempo de exploracion, se procedid al andlisis de los

resultados.

4.1.4.1. Tiempo de exploracion

El primero de los indices dio como resultado diferencias significativas entre
sesiones para los grupos control [F(;45 = 5.1; P < 0.05] y aclimatado a altura simulada y
experimentado a presion normal (AT) [F43 = 9.4; P < 0.001]. Estas diferencias se
debieron a que, tanto los animales del grupo control, como los del grupo AT, emplearon
mas tiempo en encontrar los brazos con comida durante la sesidon 1 hora, respecto al
entrenamiento (fig. 4.8.). Asi, el grupo control tardé 2.05 + 0.4 veces mas tiempo en
encontrar los brazos en la sesion 1 hora que durante el entrenamiento, mientras el
grupo de aclimatados empled 1.64 + 0.4 veces mas tiempo durante dicha sesién. El otro
grupo de aclimatados, AH, se acercd al nivel obtenido durante el entrenamiento (1.13 +
0.3). En cambio, el grupo de ratones hipobaricos agudos (H) sobrepasé en mayor grado
el tiempo empleado en encontrar los brazos con comida en la sesién 1 hora, referido al

valor del entrenamiento (3.32 + 1.3) (media + E.E.M., n > 16).

En cuanto a la sesidn de las 24 horas, todos los grupos, con la excepcién de los
aclimatados AH, rebajaron sus tiempos respecto a la sesion 1 hora. El grupo de
aclimatados AT, ademds, alcanzd diferencias significativas (P < 0.001) respecto a la

sesion 1 hora (0.63 + 0.08) (media + E.E.M., n > 16).

La representacion grafica del indice de tiempo de exploracion, normalizado sobre

el valor alcanzado durante el entrenamiento, se ilustra en la figura 4.8.

123



Resultados

5- ¥
- H
; dd % . AT

5 AH
= 4

=

2 l

[='8

s 3

g v

8 .

£ 21

2

@ 5

o 1 Nivel durante
=] 7 2
= entrenamiento

O- e | | e |
1 hora 24 horas
Sesion

Figura 4.8. Representacion de los resultados obtenidos para el indice tiempo de exploracion en el
paradigma del laberinto de ocho brazos. Se representan los grupos de animales control (C), hipobarico
agudo (H), aclimatado y experimentado a presién normal (= 760 mmHg, AT) y aclimatado y experimentado
a 394 mmHg (AH). Los resultados vienen indicados como promedios del tiempo de exploracion + el error
estandar de la media (n 2 16). La linea discontinua sobre el valor 1 representa los indices alcanzados
durante la sesion de entrenamiento. Diferencias significativas entre la sesion de entrenamiento con el
resto de sesiones: ¥, P < 0.05, ¥ V¥, P < 0.01. Diferencias significativas entre las sesiones 1 hora y 24
horas: *** P <0.001. ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni.

4.1.4.2. Relacion de brazos visitados

Los resultados obtenidos respecto a la relacion de brazos visitados mostraron,
como dato mas significativo, que solo el grupo de aclimatados a altura y experimentados
a presion normal (AT) alcanzé diferencias significativas [F245 = 3.6; P < 0.05] entre
sesiones, una vez realizado el anadlisis de medidas repetidas. De esta forma, mientras el
indice obtenido por este grupo durante el entrenamiento se establecié como su valor 1,
el valor alcanzado a las 24 horas fue de 1.43 + 0.14 (media + E.E.M., n = 16). Por tanto,
estos animales, en promedio, visitaron mas veces los brazos que contenian comida
respecto a los brazos que no la contenian vy, respecto al valor obtenido durante el
entrenamiento, la frecuencia de visita a brazos con comida fue mayor. Esto ocurrid
ademas en el grupo control (C) y en el otro grupo de aclimatados (AH), cuyos valores
para la sesion de las 24 horas fueron 1.20 + 0.17 y 1.22 + 0.11 (media + E.E.M., n = 16),

respectivamente, aunque ambos sin alcanzar diferencias significativas. El grupo de
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hipobaria aguda (H) mostré una baja tendencia a visitar los brazos con comida, tanto en
la sesidn 1 hora (0.79 £ 0.09), como en la sesidén 24 horas (0.89 + 0.18; media + E.E.M., n
= 16). Como se aprecia en la figura 4.9., la mayor tendencia a visitar brazos con comida

se hallé en el grupo AT, en la sesidn de las 24 horas.
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Figura 4.9. Representacion de los resultados obtenidos para el indice relacion de brazos visitados en el
paradigma de laberinto de ocho brazos. Se representan los grupos de animales control (C), hipobarico
agudo (H), aclimatado y experimentado a presién normal (= 760 mmHg, AT) y aclimatado y experimentado
a 394 mmHg (AH). Los resultados vienen indicados como promedios de la relacion de brazos visitados + el
error estandar de la media (n > 16). La linea discontinua sobre el valor 1 representa los valores obtenidos
durante la sesiéon de entrenamiento. Diferencias significativas entre la sesidon de entrenamiento con el
resto de sesiones: ¥, P < 0.05. ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni.

4.2. ANALISIS DE LOS POTENCIALES EXCITATORIOS POSTSINAPTICOS PROVOCADOS EN
LA ViA TALAMO-PREFRONTAL A DIFERENTES ALTURAS SIMULADAS

Tras la exposicion de los animales a distintas alturas similares, y posterior
perfusion y fijacién del tejido, se comprobd la localizacidon exacta de los electrodos
implantados en cada animal. A partir de la comprobacidon exacta de las zonas de
estimulacion y registro en cada animal, se prescindié de los datos provenientes de
aquellos animales en los que los electrodos de estimulacién o los de registro no se

localizaban en el sitio correcto.
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En la figura 4.10., se muestran dos fotomicrografias de ejemplos vdlidos de

localizacién de un electrodo de estimulacién y otro de registro en uno de los animales.

A B

BT

Figura 4.10. Fotomicrografias de tejido cerebral mostrando la posicion de los electrodos durante la
prueba en uno de los ratones utilizados para el ensayo. Los cortes coronales tuvieron un grosor de 40
pm. Tras el montaje, se aplicd la Tincion de Nissl, usando como colorante azul de toluidina. A,
Fotomicrografia donde se observa en la zona central el nidcleo mediodorsal del talamo y la marca
producida por la implantacién del electrodo bipolar de estimulacién. B, Fotomicrografia de la corteza
prefrontal con la zona marcada producto de la implantacion del electrodo monopolar de registro.
Abreviaturas: Cgl, corteza cingulada primaria; IL, corteza infralimbica; LV, ventriculo lateral; MD, nucleo
mediodorsal del tdlamo; M1, corteza motora primaria; M2, corteza motora secundaria; PrL, corteza
prelimbica. La barra de escala representa 1mm.

4.2.1. Amplitud de los potenciales excitatorios postsinapticos

Se midié la amplitud de los PEPS provocados por cada uno de los pares de pulsos
de estimulacion aplicados. Los registros se hicieron en cada uno de los tres niveles de

presion descritos. Los resultados se ilustran en la figura 4.11.
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Figura 4.11. Amplitud de los potenciales excitatorios postsinapticos (PEPS) provocados a diferentes
alturas simuladas. Representacion grafica en la que: Tierra representa los valores obtenidos durante
presion normal (= 760 mmHg), 5000m representa los valores de altitud simulada equivalente a 394 mmHg,
y 6500m los valores de altitud simulada correspondiente a 332 mmHg de presién. Se detallan los PEPS
provocados por la estimulacién. Se promediaron 20 PEPS provocados en cada animal. Los valores
representan el promedio de amplitud de los PEPS % el error estandar de la media (n > 32). Diferencias
significativas entre amplitudes a diferentes niveles de presion: ¥, P < 0.05. Diferencias significativas entre
la amplitud del primer y el segundo PEPS: *, P < 0.05.Test de Student pareado.

Los valores de amplitud de los PEPS provocados por el primer pulso se
mantuvieron estables en los distintos niveles de presién, algo inferiores a 0,4 mV (0.38 +
0.04, 0.37 £ 0.04 y 0.38 £ 0.04 mV, a 760, 394 y 332 mmHg, respectivamente). Por otro
lado, se produjo un incremento en la amplitud de los PEPS provocados por el segundo
pulso a medida que disminuyeron los niveles de presién. Los valores obtenidos se
situaron en 0.49 + 0.06, 0.51 + 0.06 y 0.53 + 0.07 mV (media + E.E.M., n = 32), a un nivel
de presién normal (Tierra), a 5000 y a 6500 metros de altura simulada, respectivamente.
Al aplicar el Test de Student, se determinaron diferencias significativas entre la amplitud

de los PEPS provocados por el segundo pulso a presién normal y a 394 mmHg (P < 0,05).

Aunque la amplitud de los PEPS provocados por el segundo pulso siempre fue
superior a la del los provocados por el primero, solo fue significativamente diferente
cuando se disminuyd el nivel de presién (o, lo que es lo mismo, se aumentd en altura
simulada), tanto a 394 mmHg (P < 0,05) como a 332 mmHg (P < 0,05). Se produjo, asi, un
incremento de la facilitacion al segundo pulso en los potenciales registrados en el area
medial de la corteza prefrontal, tanto a 5000 m como a 6500 m de altitud simulada (fig.

4.11.).
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4.2.2. Pendiente de los potenciales excitatorios postsinapticos

Simultdneamente, se analizd6 la pendiente de los PEPS provocados tras la
estimulacion en el nidcleo mediodorsal del talamo. La pendiente se calculd a partir de la
féormula expresada en apartados anteriores. Los resultados se muestran graficados en la

figura 4.12.
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Figura 4.12. Pendiente de los potenciales excitatorios postsinapticos (PEPS) provocados a diferentes
alturas simuladas. Representacion grafica en la que: Tierra representa los valores obtenidos durante
presion normal (= 760 mmHg), 5000m representa los valores de altitud simulada equivalente a 394 mmHg,
y 6500m los valores de altitud simulada correspondiente a 332 mmHg de presién. Se detallan los PEPS
provocados por la estimulacién. Se promediaron 20 PEPS provocados en cada animal. Los valores
representan el promedio de amplitud de los PEPS % el error estandar de la media (n = 32). Diferencias
significativas entre pendientes a diferentes niveles de presion: ¥, P<0.05; ¥ ¥ ¥, P<0.001. Diferencias
significativas entre la pendiente del primer y el segundo PEPS: *, P < 0.05; **, P < 0.01. Test de Student
pareado.

En contraste con lo ocurrido con los valores de amplitud, las pendientes de los
PEPS provocados por el primer pulso mostraron un decrecimiento a medida que
disminuyd la presion sometida dentro de la camara hipobdrica, aunque éste no fue
significativo. En cambio, se produjo un incremento en la pendiente de los PEPS
provocados por el segundo pulso. El Test de Student mostré diferencias significativas
entre los distintos niveles de presion. Asi, el valor basal de pendiente que mostraron los
ratones se situd en 123.6 + 17.1 mV/seg. En hipoxia hipobarica, los valores de la
pediente en los segundos PEPS fueron de 138.2 + 19.5y 141.4 + 22.1 mV/seg, durante la

permanencia a una presién de 394 y 332 mmHg, respectivamente. Las diferencias
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significativas se produjeron entre los valores obtenidos a presién normal y aquellos

obtenidos en hipoxia: tanto a 394 mmHg (P < 0.001), como a 332 mmHg (P < 0.05).

Los datos obtenidos por la pendiente también indicaron un fendmeno de
facilitacion en la corteza infralimbica, que fue significativo cuando los animales fueron
sometidos a niveles de presion de 394 y 332 mmHg. A una altura equivalente a 394
mmHg de presidn, el aumento de pendiente pasé de 103.3 + 10.5 mV/seg en el PEPS
provocado por el primer pulso, a 138.2 + 19.5 mV/seg en el PEPS del segundo pulso (P <
0.05). Cuando las condiciones de presion fueron de 332 mmHg, se experimentd un
incremento notable en el valor de la pendiente entre los primeros y segundos PEPS
provocados (94.6 + 8.4y 141.4 + 22.1 mV/seg, respectivamente; media * E.E.M., n = 32),

indicando el estadistico Test de Student mayores diferencias (P < 0.01).

Tanto los valores de amplitud como de pendiente mostraron muchos
paralelismos entre si, indicando un incremento de la facilitacion al segundo pulso
cuando los animales se sometieron a las citadas condiciones de hipoxia hipobarica,
producto, probablemente, de la parcial inhibicion del los PEPS provocados por los

primeros.

4.3. ESTUDIO DEL SISTEMA COLINERGICO EN CONDICIONES DE HIPOXIA HIPOBARICA

4.3.1. Descripcion general de la distribucion de los anticuerpos a-ChAT y a-AChE

Tras la aplicacion de las técnicas de inmunofluorescencia utilizadas en este
trabajo, se detectaron distintos patrones de expresién tanto para la enzima ChAT (a-
ChAT) como para la enzima AChE (a-AChE). Esta inmunoreactividad estuvo presente en
todas las dareas cerebrales estudiadas: septum, drea CA1l del hipocampo, corteza
piriforme y corteza visual secundaria, y para cada uno de los anticuerpos empleados.
Aun asi, el patrdon de distribucidn en ambas enzimas fue diferente para cada una de las

tres regiones estudiadas.
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En cuanto a la distribucion de ambas enzimas en el drea septal, se establecieron
dos zonas claramente diferenciadas en cuanto a la mayor expresion de una u otra. Asi,
mientras los anticuerpos para la enzima sintetizadora de aceltilcolina (ChAT)
reconocieron células en toda la zona lateral del septum (fig. 4.13., C), los anticuerpos
para la enzima degradadora de este neurotransmisor (AChE) marcaron
mayoritariamente en el septum medial (fig. 4.13., B). De esta manera, se observaron dos
poblaciones distintas de células en el area septal, diferenciandose en funciéon de que

expresaran una u otra enzima.

En los somas de las células piramidales en el drea CA1 de hipocampo se observd
una distribucién uniforme de ambas enzimas (fig. 4.13., N, O). En las interneuronas que
rodeaban a éstas, ademads, las enzimas ChAT y AChE se presentaron en las areas de los

somas, indicativo de un fendmeno de colocalizacion (fig. 4.13., P).

El marcaje de los distintos anticuerpos a lo largo de la corteza piriforme se
mostré también bastante homogéneo (fig. 4.13., F, G). Ambas enzimas se expresaron

ampliamente, e incluso colocalizaron en algunas zonas.

En la corteza visual secundaria, las dos enzimas se expresaron por todo el drea de
estudio, presentando a veces el fendmeno de la colocalizacion (fig. 4.13., L). En las capas
mas superficiales, especialmente, aparecieron células bipolares que expresaban la

enzima ChAT (fig. 4.13., K).
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Figura 4.13. Patron de distribucion de las enzimas ChAT y AChE, detectadas mediante técnicas de
inmunofluorescencia. Se muestran imagenes de su distribucion en el area septal (A-D), en la corteza
piriforme (E-H), en la corteza visual secundaria mediomedial (I-L) y en el area CA1 de hipocampo (M-P). En
septum, separados por lineas discontinuas (B), se aprecian dos poblaciones de células segin expresaran
una enzima u otra. En corteza piriforme (F) y el area CA1 de hipocampo (N), también se muestran
acotadas mediante lineas discontinuas las franjas de somas de neuronas piramidales. Las flechas indican
neuronas sintetizadoras de ChAT; las puntas de flecha, neuronas sintetizadoras de AChE. La colocalizacion
enzimatica se muestra en amarillo (D, H, L, P). La barra de escala representa 50 um.

4.3.2. Cuantificacion de las reacciones a-ChAT y a-AChE

Para la cuantificacion de las reacciones a-ChAT y a-AChE, se realizd un analisis
por grupos, utilizando el software Image J (National Institute for Health, EEUU). Los
distintos grupos de animales han sido descritos con anterioridad en la metodologia

referente al estudio inmunohistoquimico.
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4.3.2.1. Area septal

En todo septum, y en zonas préximas, pertenecientes a la rama vertical y la rama
horizontal de la banda de Broca (VDB y HDB, respectivamente), las enzimas ChAT y AChE
se marcaron de forma muy similar y proporcional, en cuanto a los niveles de marcaje en
una enzima y otra, en cada uno de los grupos de animales a estudio. Fue en ambos
grupos de aclimatados donde el drea inmunotefiida para estas enzimas se mostré mas
intensamente marcada, muy superior a los valores medidos en el grupo control
(alrededor de una vez y media superior al drea inmunoreactiva de los valores basales).
Los valores mas bajos, inferiores siempre a los encontrados para el grupo control, se
describieron en el grupo de hipobaricos H Oh (0.62 + 0.15 para ChAT y 0.78 + 0.31 para
AChE) (media + E.E.M., n > 22). Por otra parte, se mostraron diferencias significativas
(Test de Student, P < 0.05) entre el darea inmureactiva para ChAT y el area
inmunoreactiva para AChE en el grupo de hipobdricos H 24h. El area marcada para el

segundo (1.50 + 0.38) fue mucho mayor que para el primero (0.71 £ 0.12) (fig. 4.14.).

La acetilcolinesterasa mostré un ligero aumento en su expresion en los grupos de
aclimatados, aunque no se hallaron diferencias significativas entre éstos y el resto de
grupos [Faeo) = 1.3; P = 0.2], aplicando el estadistico ANOVA de una via. En cambio, la
enzima ChAT mostré mayor variabilidad en cuanto al area inmunoreactiva marcada en
los diferentes grupos experimentales, estableciéndose diferencias significativas entre los
grupos [F(s,130) = 6.05; P < 0 .001]. De esta forma, el grupo de aclimatados A Oh alcanzé
un maximo de 1.38 £ 0.15, muy superior a los grupos de hipobaricos H Oh (P < 0.05) y H
24h (P < 0.01). Significativas fueron también las diferencias alcanzadas también con el

grupo control (P < 0.001).
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Figura 4.14. Analisis de inmunoreactividad para a-ChAT y a-AChE en el area septal. El 4drea IR Relativa
indica el area inmunoreactiva por los anticuerpos especificos para ChAT y AChE, en relacién con el area
total estudiada, normalizada en funcion de los valores obtenidos por el grupo control. El marcaje de los
anticuerpos fue revelado mediante DAB. Se presentan 5 grupos experimentales: grupo control, grupo
hipobdrico agudo perfundido tras exposicion a hipoxia hipobarica (H 0h), hipobarico agudo perfundido 24
horas después de la exposicion (H 24h), aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido tras la exposicion (A
0h) y aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido 24 horas después de la exposicion (A 24h). Los valores
representan el drea inmunoreactiva + el error estandar de la media (n > 14). Diferencias significativas
entre grupos: ¥,P<0.05; VV,P<0.01; YV V,P<0.001 (ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de
Bonferroni). Diferencias significativas entre los anticuerpos a-ChAT y a-AChE: *, P < 0.05 (Test de Student
pareado).

En la figura 4.14., se puede apreciar también una mayor area inmunoreactiva de
la acetilcolinesterasa respecto a la colinacetiltransferasa en los dos grupos de ratones

hipobaricos, aunque estas diferencias no fueron estadisticamente significativas.

4.3.2.2. Area CA1 de hipocampo

Los datos referentes al area inmunoreactiva en el drea CA1 de hipocampo se

muestran en la figura 4.15.
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Hubo proporcionalidad en la expresion en las enzimas ChAT y AChE; esto es, los
aumentos en el area inmunoreactiva para a-ChAT (respecto al valor originado en el
grupo control), fueron paralelos a un aumento similar en el drea inmunoreactiva para a-
AChE. Solo el aumento experimentado por el grupo A 24h para o-AChE fue
sustancialmente menor al aumento experimentado para a-ChAT, segun el estadistico
Test de Student. En el hemisferio izquierdo, mientras el valor obtenido por el area de
marcaje de a-AChE fue de 0.84 + 0.25 (0.84 £ 0.19 en el hemisferio derecho), el drea de
marcaje de a-ChAT representd 1.38 £ 0.13 (1.40 + 0.10 en el hemisferio derecho) (media
+ E.E.M., n > 15). De esta forma, en el citado grupo de aclimatados se produjeron
diferencias significativas (P < 0.05) para los valores de a-ChAT y de a-AChE en ambos

hemisferios.

En un analisis entre grupos, el Test ANOVA de una via indico diferencias en los
datos para a-ChAT tanto en el hemisferio izquierdo [F(,70) = 7.9; P < 0.001], como en el
hemisferio derecho [F(4,73) = 9.5; P < 0.001]. En este contexto, se obtuvieron diferencias
en el grupo de aclimatados A Oh (1.91 + 0.14 en el hemisferio izquierdo, y 2.06 £ 0.15 en
el hemisferio derecho) con el resto de grupos (P < 0.01), salvo con el grupo A 24h. En
este ultimo grupo se evidenciaron diferencias (P < 0.05) con el grupo de hipobaricos H
Oh, cuyo valor fue sustancialmente menor (0.41 + 0.12 en el hemisferio izquierdo, y 0.43

+ 0.13 en el hemisferio derecho) al resto de grupos.

Respecto a los datos relativos al area inmunoreactiva para a-AChE, el analisis
ANOVA de una via indico diferencias entre grupos en el hemisferio izquierdo [F 75 =
2.73; P < 0.05] y en el hemisferio derecho [F(,75 = 4.9; P < 0.01]. Tanto en un hemisferio
como en otro, las diferencias se establecieron entre el grupo de aclimatados A Oh y el
grupo de hipobdricos H Oh (P < 0.05). Las diferencias fueron algo mas acentuadas en el
hemisferio derecho, donde el grupo de aclimatados (1.86 + 0.28) superé ampliamente
los valores obtenidos por el grupo de hipobdricos (0.35 + 0.07). Ademas, también se
encontraron diferencias significaivas entre el grupo A Oh y el otro grupo de aclimatados

A 24h, con un valor este ultimo de 0.84 + 0.19 (P < 0.05).
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Figura 4.15. Analisis de inmunoreactividad para a-ChAT y a-AChE en el area CA1 de hipocampo. El area
IR Relativa indica el drea inmunotefiida por los anticuerpos especificos para ChAT y AChE, en relacién con
el area total estudiada, normalizada en funcidn de los valores obtenidos por el grupo control. El marcaje
de los anticuerpos fue revelado mediante DAB. Se presentan 5 grupos experimentales: grupo control,
grupo hipobdrico agudo perfundido tras exposicion a hipoxia hipobarica (H Oh), hipobarico agudo
perfundido 24 horas después de la exposicién (H 24h), aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido tras la
exposicion (A 0h) y aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido 24 horas después de la exposicion (A
24h). HI, Hemisferio izquierdo. HD, Hemisferio derecho. Los valores representan el drea inmunoreactiva +
el error estandar de la media (n = 22). Diferencias significativas entre grupos: ¥, P<0.05; YV, P<0.01;
V VYV, P<0.001 (ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni). Diferencias significativas
entre los anticuerpos a-ChAT y a-AChE: *, P < 0.05 (Test de Student pareado).

El andlisis del area inmunoreactiva para a-ChAT y a-AChE mostré unos valores
muy parecidos entre el hemisferio izquierdo y el derecho. No se produjeron, por tanto,

diferencias significativas entre hemisferios, ni para uno ni para el otro anticuerpo.
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4.3.2.3. Corteza piriforme

Respecto a la corteza piriforme, los datos se mostraron mucho mas asimétricos
en la expresién de ChAT/AChE. Destacaron las diferencias en el grupo A 24h, en el cual
se describié una mayor area inmunoreactiva para la colina acetiltransferasa, tanto para
el hemisferio izquierdo (14.06 + 2.70) como para el derecho (7.86 + 1.25) (media *
E.E.M., n > 28). La expresidon para AChE, en este mismo grupo, se mantuvo en unos
valores cercanos a los establecidos en el grupo control (1.37 + 0.36 en hemisferio
izquierdo y 0.98 * 0.23 en hemisferio derecho); de esta forma, el estadistico Test de
Student establecié diferencias significativas (P < 0.05) entre enzimas, en ambos
hemisferios. Para el resto de grupos, y en ambos hemisferios, las diferencias en la
expresion entre enzimas ChAT y AChE fueron menores y no se presentaron diferencias

significativas (fig. 4.16.).

En cuanto a las diferencias observadas entre grupos, destacé la mayor
inmunorreactividad del anticuerpo a-ChAT en el grupo de aclimatados A 24h. Al aplicar
ANOVA de una via, este grupo obtuvo diferencias significativas (P < 0.001) sobre el resto
de grupos, tanto en el hemisferio izquierdo [F( 1) = 17.8; P < 0 .001], como en el
derecho [F(4,304) = 15.9; P < 0 .001]. El mismo Test, aplicado para la inmunorreactividad
de a-AChE, mostrd diferencias significativas entre grupos en el hemisferio derecho
[F(a,275)= 9.54; P < 0.001]; no asi en el hemisferio izquierdo, aunque mostré unos valores
similares al primero [F(4,278 = 2.08; P = 0.083]. Destacd el caso del grupo de aclimatados
A Oh, que con un valor de 2.81 * 0.40 alcanzé diferencias significativas sobre el grupo
control (P < 0.001) y sobre el grupo de hipobaricos H Oh (P < 0.01) en el hemisferio
derecho. En la misma direccién, A Oh también establecié diferencias (P < 0.001) con el
otro grupo de aclimatados A 24h, ya que este Ultimo redujo su area inmunoreactiva para
a-AChE hasta un valor de 0.98 + 0.23. El grupo de hipobaricos H 24h, ademas, presentd
unos valores para esta misma enzima y este mismo hemisferio de 2.40 £ 0.44, muy
superior a los valores hallados para el grupo control y el hipobdrico H Oh,

estableciéndose diferencias significativas en ellos (P < 0.05).
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Figura 4.16. Analisis de inmunoreactividad para a-ChAT y a-AChE en la corteza piriforme. El drea IR
Relativa indica el area marcada por los anticuerpos especificos para ChAT y AChE, en relacidn con el area
total estudiada, normalizada en funcidn de los valores obtenidos por el grupo control. El marcaje de los
anticuerpos fue revelado mediante DAB. Se presentan 5 grupos experimentales: grupo control, grupo
hipobdarico agudo perfundido tras la exposicién a hipoxia hipobarica (H Oh), hipobarico agudo perfundido
24 horas después de la exposicion (H 24h), aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido tras la exposicién
(A 0h) y aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido 24 horas después de la exposicion (A 24h). HI,
Hemisferio izquierdo. HD, Hemisferio derecho. Los valores representan el drea inmunoreactiva + el error
estandar de la media (n = 50). Diferencias significativas entre grupos: ¥, P<0.05; YV,P<0.01;, VVV,
P < 0.001 (ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de Bonferroni). Diferencias significativas entre los
anticuerpos a-ChAT y a-AChE: ***, P < 0.001 (Test de Student pareado).

La proporcionalidad entre la inmunorreactividad de ambas enzimas con respecto
a la observada en el grupo control se mantuvo en todos los grupos, salvo en el grupo A
24h, para el que si se produjeron diferencias inter-hemisferios (P < 0.05) al aplicar el

estadistico Test de Student (fig. 4.16.).

137



Resultados

4.3.2.4. Corteza visual secundaria

Los valores obtenidos tras el andlisis del area inmunoreactiva para los

anticuerpos contra ChAT y AChE se muestran en la figura 4.17.

Como ocurri6 con otras areas analizadas en este trabajo, se observaron
semejanzas comparando grupo a grupo la expresion de ambas enzimas. En todos los
casos, los valores obtenidos por los distintos grupos de animales se aproximaron a sus
respectivos controles, hecho que se repitié en ambos hemisferios. Fue destacable la
expresion de la enzima acetil colinesterasa en el grupo A 24h. En éste, el darea
inmunoreactiva para a-AChE fue muy superior (1.63 + 0.11 en el hemisferio izquierdo y
1.38 £ 0.09 en el hemisferio derecho) (media + E.E.M., n >15) al resto de grupos, y en
comparacion con los valores obtenidos por la enzima colina acetiltransferasa (1.03 *
0.04 y 1.07 £ 0.03, en los hemisferio izquierdo y derecho, respectivamente), alcanzé
diferencias significativas (P < 0.05), mayores en el hemisferio izquierdo, tras aplicar el
Test de Student. También fue destacable la poca inmunorreactividad de a-ChAT en el
grupo de animales hipobaricos H Oh (0.80 + 0.04 y 0.94 + 0.04, en los hemisferio
izquierdo y derecho, respectivamente); al ser comparado respecto a la expresién de
AChE, aparecieron diferencias significativas (P < 0.01) en ambos hemisferios, al aplicar el

Test de Student.

El Test estadistico ANOVA de una via, aplicado a los valores de los diferentes
grupos de animales para la enzima ChAT, mostro diferencias significativas intergrupales;
tanto en el hemisferio izquierdo [F,127) = 4.9; P < 0 .005], como en el derecho [F(,129) =
3.05; P < 0 .05]. La menor expresién de ChAT en el grupo de animales hipobaricos H Oh
origind diferencias significativas con el otro grupo de hipobdricos (1.06 + 0.03; P < 0.01),
con el grupo control (1.00 + 0.04; P < 0.05), y con el grupo de animales aclimatados A
24h (1.03 £ 0.04; P < 0.01). Estas diferencias Unicamente se encontraron cuando se

aplicé la prueba post hoc de Bonferroni en el hemisferio izquierdo.

En cuanto a la expresion, en los distintos grupos de animales, de la enzima AChE,
el Test ANOVA de una via revelé diferencias significativas intergrupales; tanto en el

hemisferio izquierdo [F(,155) = 18.04; P < 0 .001], como en el derecho [F,165 = 7.2; P<0
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.001]. La moderada expresion de AChE en la corteza visual de los animales aclimatados A

24h, proporciond diferencias significativas con los otros grupos estudiados.
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Figura 4.17. Andlisis de inmunoreactividad para o-ChAT y a-AChE en la corteza visual
secundaria mediomedial. El drea IR Relativa indica el area inmunotefida por los anticuerpos especificos
para ChAT y AChE, en relacion con el area total estudiada, normalizada en funcién de los valores
obtenidos por el grupo control. El marcaje de los anticuerpos fue revelado mediante DAB. Se presentan 5
grupos experimentales: grupo control, grupo hipobdrico agudo perfundido tras la exposicion a hipoxia
hipobdrica (H 0h), hipobarico agudo perfundido 24 horas después de la exposicion (H 24h), aclimatado a
hipoxia hipobdrica y perfundido tras la exposicion (A Oh) y aclimatado a hipoxia hipobarica y perfundido 24
horas después de la exposicién (A 24h). HI, Hemisferio izquierdo. HD, Hemisferio derecho. Los valores
representan el drea inmunoreactiva + el error estdndar de la media (n > 14). Diferencias significativas
entre grupos: ¥,P<0.05;, YV,P<0.01; YV V,P<0.001 (ANOVA de una via; prueba post hoc: Test de
Bonferroni). Diferencias significativas entre los anticuerpos a-ChAT y a-AChE: *, P < 0.05; **, P < 0.01 (Test
de Student pareado).

De esta manera, los valores de estos animales tuvieron diferencias significativas
con los valores del otro grupo de aclimatados (0.94 + 0.04 y 1.00 + 0.03, en los
hemisferio izquierdo y derecho, respectivamente) y con el grupo control (1.00 + 0.04 y

1.00 + 0.05, en los hemisferio izquierdo y derecho, respectivamente), en todos los casos
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(P < 0.001). En el hemisferio izquierdo, ademas, se apreciaron diferencias significativas
entre el grupo A 24h, y ambos grupos de animales hipobaricos, tanto H Oh (1.01 + 0.05),
como H 24h (1.20 £ 0.06), (P < 0.001).

El analisis del area inmunoreactiva para a-ChAT y a-AChE indicé valores muy
parecidos para el hemisferio izquierdo y el derecho. No se produjeron, por tanto,

diferencias significativas entre hemisferios, ni para uno ni para el otro anticuerpo.
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5. DISCUSION
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La justificacion en el presente trabajo del uso de tareas que promueven
rendimientos submaximos en los animales se basa en un intento de optimizar la
metodologia para completar los resultados obtenidos en anteriores estudios realizados
con una metodologia mas convencional. La hipdtesis de este trabajo, ahora corroborada,
es que la aplicacion de paradigmas que, por su complejidad hacen esperar rendimientos
submaximos, haria aflorar diferencias antes no halladas, y que corresponderian a
rendimientos que se encontrarian en la franja comprendida entre el submaximo vy el

maximo.

5.1. IMPLICACION DE LA EXPOSICION A HIPOXIA HIPOBARICA SOBRE LA MEMORIA
IMPLICITA

5.1.1. Consideraciones generales

En estudios previos de condicionamiento clasico de tipo traza (Lopez-Ramos y
cols., 2007), en los que se utilizaron los mismos grupos experimentales que en el trabajo
actual para las pruebas de condicionamiento (grupos C, H, AT, AH, mas el grupo de
pseudocondicionados), el grupo control y los grupos de aclimatados obtuvieron los

mismos resultados (o resultados sin diferencias significativas entre estos tres grupos).

La metodologia empleada en cuanto a la naturaleza de los estimulos CS y US, en
aquel caso, fue distinta: como estimulo condicionado se aplicaba un tono de 2,400 Hz y
95 dB de intensidad, y como estimulo incondicionado un estimulo eléctrico de 500 us,
tres veces mayor en intensidad que la necesaria para provocar en el animal el cierre del
parpado. En cambio, las caracteristicas del CS y el US en el presente trabajo poseen
menor capacidad estimuladora. Se ha seleccionado una intensidad para el sonido en el
rango de los 70 dB, inferior a la normalmente empleada en esta materia (Lépez-Ramos y
cols., 2007; Kim y cols., 2010). La frecuencia del tono es mas aguda (6000 Hz), que se
corresponde con un sonido de menor impacto para el roedor, lo que repercute en su
menor respuesta de sobresalto (Ison y Allen, 2003). La duracién y la intensidad del US
también son menores a las utilizadas frecuentemente para estas pruebas. Asi, en este

trabajo los pulsos tienen una duraciéon de 50 us, frente a los 500 ps mencionados
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anteriormente (Lopez-Ramos y cols., 2007). La intensidad aplicada, ademas, es del

doble, y no del triple, de la necesaria para provocar el cierre del parpado en el animal.

Tras este cambio en la metodologia, con el objetivo de encontrar rendimientos o

respuestas submaximas en los animales, se manifiestan diferencias entre grupos.

Es preciso mencionar también en este apartado que el tipo de respuestas que se
obtienen durante la habituacidon no se consideran verdaderas respuestas condicionadas,
ya que no las genera un estimulo condicionado, sino que son originadas por el estimulo
neutro, que por definicidn no provoca al animal la respuesta aprendida de cierre del
parpado, puesto que no estd asociado aun con el estimulo incondicionado. No obstante,
el animal puede mover el parpado e incluso cerrarlo por completo tras la presentacién
del estimulo neutro durante la habituacion por diversos motivos: parpadeos
espontaneos que tienen lugar en ese momento, actividad general debido a la respuesta
de sobresalto ante el sonido proveniente de tal estimulo, o la respuesta amigdalina que
suele provocarse al principio el estimulo (Boele y cols., 2010). De esta manera, el
pequefio porcentaje de respuestas registradas durante las sesiones de habituacién se
deben a estas causas, y sirven para tener un referente del nimero de respuestas
palpebrales que puede manifestar el animal a lo largo de las sesiones y que no pueden

vincularse directamente con la respuesta condicionada realmente aprendida.

Las sesiones estan organizadas de acuerdo a un protocolo simplificado disefiado
en el laboratorio (Lopez-Ramos y cols., 2007) que reduce el numero de dias empleados
para la prueba. Acorde con esto, existen otros protocolos en la literatura de duracion

aun mas reducida (Emiy cols., 2012).

5.1.2. Exposicion aguda

El porcentaje de respuestas condicionadas en el grupo de ratones sometidos a
hipoxia aguda (5000 m de altura simulada) (H) es el mas bajo de todos los grupos,
exceptuando al de pseudocondicionados. Es destacable que en el paradigma de traza no
se alcanza el 20% de respuestas: estos animales apenas muestran aprendizaje, ya que

los valores durante las sesiones de habituacidn también se situan en ese rango.
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En cambio, en el paradigma de demora se aprecia un aumento destacado del
porcentaje de respuestas condicionadas en este grupo sometido a hipoxia aguda. Aun
asi, el valor mas alto en el porcentaje de respuestas durante el condicionamiento no
alcanza al valor maximo de respuestas durante la habituacién. En el condicionamiento
de demora, el estimulo neutro posee una mayor duracidn en el tiempo que en el
condicionamiento de traza. Este factor otorga mayor capacidad estimuladora al tono, ya
gue, como se ha comprobado (Gruart el tal., 1995; 2000c), este tipo de estimulos puede
afectar al porcentaje de respuestas registrado en los organismos. De esta manera, la
mayor duracion del estimulo puede provocar una mayor respuesta de sobresalto que, a
medida que suceden las sesiones, disminuye ostensiblemente por efecto de la
habituacion al estimulo (Carew y Kandel, 1973). En las sesiones de condicionamiento, la
tendencia se invierte; el porcentaje de respuestas aumenta progresivamente, lo que

solo puede ser debido al propio proceso de aprendizaje.

El hecho de que existiera aprendizaje en el condicionamiento de tipo demora, y
apenas en el condicionamiento de tipo traza, en los animales del grupo H, podria ser
explicado por la afeccion del 16bulo temporal medial en episodios de hipoxia aguda
(Reed y cols., 1999). El I6bulo temporal abarca una regién fundamental para la memoria,
como es el hipocampo. La sinapsis CA3-CA1, ademas, es fundamental para la adquisiciéon
de respuestas en el paradigma de traza (Gruart y cols., 2006; Madrofial y cols., 2007),
mientras que no es fundamental en el de demora (Thompson, 1988; Moyer y cols., 1990;
Clark y Squire, 1998). Pacientes con amnesia bilateral del I6bulo temporal no realizan
satisfactoriamente la tarea de condicionamiento palpebral de tipo traza, mientras que el
desarrollo de la tarea con el paradigma de demora no se ve afectado en ellos
(McGlinchey-Berroth y cols., 1997). Estas evidencias apoyan el hecho de que la
exposicidon a hipoxia aguda elimina la adquisicion de respuestas condicionadas durante
el paradigma de traza en el grupo de ratones H. No obstante, otras investigaciones
(Munera y cols., 2001) contradicen la teoria del origen diferenciado en la generacién de
la respuesta condicionada en cada paradigma. Las neuronas piramidales del hipocampo
responden al mismo tiempo y del mismo modo en ambos paradigmas durante el
intervalo de tiempo que transcurre desde la presentacion del CS y el US. Asi pues, el

hipocampo parece estar relacionado con la relevancia o valor del estimulo condicionado
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(Rescorla, 1988), mas que con la determinacién del espacio de tiempo comprendido

entre los estimulos CS y US, que diferencia a ambos paradigmas.

No obstante, los porcentajes de respuesta del grupo de ratones H durante ambos
condicionamientos son menores respecto al resto, debido a la afeccion general en el
aprendizaje que provoca la hipoxia aguda. Numerosos estudios constatan tal afeccion en
episodios agudos de hipoxia hipobarica observados en otras tareas cognitivas (Banderet
y cols., 1991; Shukitt-Hale y cols., 1996). Los inhibidores de la acetil colinesterasa
pueden contrarrestar de forma parcial los efectos de una exposicién aguda a hipoxia
hipobdrica. En concreto, la administracién de fisostigmina y galantamina, ambos
inhibidores de la enzima, hacen disminuir sus valores, aumentar la enzima ChAT vy
mantener la morfologia de las células intacta (Muthuraju y cols., 2009, 2010, 2011). La
utilizacion de estos inhibidores de la acetil colinesterasa podria, por tanto, mitigar los

efectos que se aprecian en el grupo de hipobaria aguda H.

5.1.3. Aclimatacion

La exposiciéon a un periodo continuado de hipoxia hipobdarica provoca en los
organismos una respuesta de aclimatacion (Meerson y Radzievskii, 1976; Zhang vy cols.,
2005; Latshang y cols., 2011). Durante un periodo superior a 2 semanas, los ratones del
grupo AH son aclimatados a estas condiciones. Estos ratones, al contrario que los del
grupo H, durante el desarrollo de las pruebas de condicionamiento en hipoxia hipobarica
no muestran afeccién en la adquisicion de las respuestas condicionadas, si se considera
como criterio establecido el porcentaje de respuestas registrado en los ratones del
grupo control. Esta maxima se cumple tanto en la tarea de condicionamiento de traza,

como en la de demora.

El porcentaje de respuestas palpebrales durante la habituacién en estos ratones
del grupo AH durante la prueba de condicionamiento de tipo demora es mayor al
producido durante el de traza, fendmeno que se repite en el resto de grupos estudiados.
Como se ha comentado con anterioridad, las caracteristicas de este estimulo pueden

posibilitar asi la generacion de un mayor numero de respuestas. Ademas, este tipo de
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condicionamiento posee una serie de peculiaridades y un origen neurofisiolégico que lo
hacen distinto al condicionamiento en traza, y que aun no estan del todo esclarecidos en

la abundante literatura (Thompson y Krupa, 1994; Gruart y cols., 2000a).

En general, los porcentajes de respuestas condicionadas en el paradigma de traza
para estos animales aclimatados se asemejan bastante a los valores obtenidos por los
animales del grupo control, y en ningun momento se muestran diferencias apreciables
entre ellos. Los porcentajes de respuestas condicionadas en el paradigma de demora
son similares a los registrados durante el paradigma de traza, excepto en la ultima
sesion de condicionamiento, en la que los animales registran un porcentaje de

respuestas condicionadas elevado, superior al del grupo de animales control.

Se puede determinar, de esta manera, que el proceso de aclimatacion a altura
simulada previene del déficit asociado a hipoxia aguda en la adquisicién de respuestas
condicionadas en ambos paradigmas. Son numerosos los estudios que tratan sobre la
minimizacion o eliminacién de los efectos que una exposicién a hipoxia aguda provoca
sobre el aprendizaje y la memoria en general, cuando los organismos se aclimatan a
tales condiciones (Vacher y Miller, 1968; Samoilov y cols., 2001; Vataeva y cols., 2004;
Rybnikova y cols., 2004), pero son pocas las publicaciones que detallan estos efectos
sobre el condicionamiento cldsico (Lépez-Ramos y cols., 2007). Los estudios de
condicionamiento clasico de respuesta ventilatoria, que emplean la hipoxia como
estimulo incondicionado (Nsegbe y cols, 1997), nada tienen que ver con los efectos que

provoca una exposicion a altura.

5.1.4. Aclimatacion, y prueba en condiciones normales de presién

El porcentaje de respuestas condicionadas en los animales aclimatados a altura y
condicionados en condiciones normales (AT) es superior al porcentaje registrado en los
animales del grupo control, aunque sin diferencias significativas. Por ende, el porcentaje
también es mayor respecto al resto de grupos. Esto se cumple en ambos paradigmas.

Las caracteristicas propias del estimulo neutro en el paradigma de demora, citadas en
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apartados anteriores, también inducen mayor porcentaje de respuesta en este grupo de

animales.

En general, el porcentaje de respuestas condicionadas (en traza y demora) en el
grupo AT es menor que en estudios previos de la misma tematica (Lopez-Ramos y cols.,
2007) dada la mayor dificultad de la tarea planteada aqui. Con ello se consigue, sin
embargo, apreciar diferencias entre este grupo de aclimatados y el resto. El hecho de
que los animales del grupo AT establezcan diferencias significativas con el resto de
grupos, los hacen distinguir de los animales del grupo control, ya que éstos ultimos, a su

vez, apenas las establecen con ninguno.

Los efectos que provoca la aclimatacién a altura, a nivel molecular y celular, son
muy variados, y condicionan los efectos que sobre las funciones cognitivas pueden
provocar en exposiciones posteriores a condiciones normales de oxigeno y presion. La
aclimatacién implica un aumento en los niveles de cGMP que estd relacionado con la
mejora en la capacidad cognitiva (Boess y cols., 2004). Este segundo mensajero regula
ademas la sintesis de Fos (Pilz y Broderick, 2005), que estd involucrada en procesos de
condicionamiento (Carrive y cols., 1997; Gruart y cols., 2000b). Se puede establecer,
pues, un vinculo entre los mecanismos de respuesta a hipoxia y el proceso de

aprendizaje, que en esta ruta convergen.

Con estas caracteristicas, sumando ademas las evidencias del aumento de EPO y
del hematocrito en sangre (Chapman y cols., 1998; Heinicke y cols., 2003; Gassmann y
cols., 2009), la modificacidn del sistema colinérgico (Gibson y Duffy, 1981), el cambio en
el transporte idnico en las células (Benveniste y cols., 1988; Paschen, 1996; Lépez-
Barneo y cols., 2001; Neubauer, 2001), la expresion de factores de transcripcion
(Rybnikova y cols., 2004, 2008; Ldopez-Ramos y cols., 2007) y contra la apoptosis
(Samoilov y cols., 2005), y otros efectos destacados que se producen durante el proceso
de aclimatacion, cabe pensar en la repercusion potencial que pueden tener estos hechos
sobre las funciones cognitivas en los individuos aclimatados. Las condiciones propias a
las que se somete a este grupo de aclimatados durante el condicionamiento, como son
las condiciones normales de oxigeno (760 mmHg y 21% de 02), pueden hacer que todos

los mecanismos de aclimatacion llevados a cabo en estos organismos aparezcan
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sobredimensionados ante tal restablecimiento de las condiciones normales de

disponibilidad del oxigeno.

Es facil entender los efectos que provoca esto en el rendimiento fisico; la
bibliografia aqui es numerosa (Levine y Stray-Gundersen, 1997; Katayama y cols., 1998;
Hendriksen y Meeuwsen, 2003; Hamlin y Hellemans, 2007), pero los efectos provocados
en funciones como el aprendizaje y la memoria estan poco investigados bajo una
aclimatacién y posterior restablecimiento a las condiciones normales de presion. Son
pocos los estudios que describen estos fendmenos, y se centran en su mayoria en la
mejora de la memoria espacial (Zhang y cols., 2005; Maiti y cols., 2008). Algunos
estudios documentan incluso que una exposicidn breve a hipoxia hipobarica aumenta la
orientacién espacial de ratas (Wittner y Riha, 2003). Otros trabajos, publicados en
humanos, no apoyan esta hipdtesis, ya que observan tiempos de reaccién de tipo visual
y auditivo mayores tras exposiciones a hipoxia hipobarica (Li y cols., 2012). Sin embargo,
este estudio compara estos tiempos de reaccion con los obtenidos anteriormente a la
exposicion, en individuos previamente entrenados. En el presente trabajo,
entrenamientos previos no han sido llevados a cabo, por lo que hacer una comparativa
exacta no es adecuado. Ademas, en el trabajo citado no se evalua aprendizaje, sino el
desarrollo de habilidades innatas que, aunque necesarias para el desarrollo de ciertos

aprendizajes, no forman parte del aprendizaje en si.

5.2. IMPLICACION DE LA EXPOSICION A HIPOXIA HIPOBARICA SOBRE LA MEMORIA
EXPLICITA

5.2.1. Condicionamiento operante en caja de Skinner

En el paradigma de razdn fija 1 se observan dos tendencias distintas. Por un lado,
el grupo de animales sometidos a hipoxia aguda (H) no muestra aprendizaje en la tarea
de condicionamiento, ya que sus valores promedios apenas alcanzan un maximo de 3
palancas pulsadas en el Ultimo dia de sesion. Es en este grupo donde se manifiesta un
déficit patente de aprendizaje, ya que no consigue aproximarse a los valores obtenidos

por el grupo control. No existen apenas resefias bibliograficas referentes a experimentos

149



Discusion

que reproduzcan tal efecto en el condicionamiento operante; tan sélo en caja de Skinner
se encuentran unos resultados comparables, aunque la hipoxia no es de naturaleza
hipobdrica (Giurgea y cols., 1971). En este caso, se produce una pérdida de memoria en

ratas por exposiciones a hipoxia tras cada entrenamiento recibido.

Por otro lado, en el grupo control y en los dos grupos de aclimatados, se
observan unas respuestas muy similares en cuanto al nimero de palancas pulsadas, no
estableciéndose entre si diferencias significativas. Si se establece como criterio general
el ritmo de aprendizaje mantenido por el grupo control a lo largo de las sesiones, se
puede decir que los animales aclimatados muestran un ritmo normal de aprendizaje.
Cabe destacar los valores obtenidos en el grupo AH; si bien las condiciones en las que
realizan la prueba son similares a las del grupo H, los primeros registran un aprendizaje
similar a los animales del grupo control, mientras que en los segundos el aprendizaje es
nulo. Los animales del grupo AH se condicionan en las mismas condiciones de presién a
las que son aclimatados. La aclimatacién, en este caso, previene la afeccion del

aprendizaje del condicionamiento operante.

En la fase de la prueba mas compleja, se muestran diferencias entre los grupos
no observadas en el paradigma convencional de razon fija 1. Asi, los animales
aclimatados a altura y condicionados a presion normal registran valores
significativamente mas altos que el resto de grupos durante las ultimas sesiones. Es
dificil intentar buscar paralelismos con otros trabajos, puesto que no se encuentran
resefias similares en cuanto al efecto de la aclimatacién a altura en este tipo de
aprendizaje operante. Un estudio con un planteamiento metodoldgico muy similar ha
sido probado mediante dos paradigmas consecutivos similares al presente trabajo; no
obstante, la evaluacion del efecto de la aclimatacidn sobre el aprendizaje no fue llevada

a cabo (Janicke y Schulze, 1987).

5.2.2. Reconocimiento de objetos

En la prueba de reconocimiento de objetos cabe destacar la implicacién

relevante que pueden tener dos estructuras cerebrales como son la corteza piriforme y
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la corteza visual. La primera de ellas estd relacionada con el sistema olfativo; los
roedores se sirven de este sentido para la discriminacién de objetos. No obstante,
durante las pruebas realizadas, los objetos fueron lavados con alcohol para eliminar
restos olorosos que pudieran ayudar al animal a reconocer cualquier pieza con la que
hubieran estado en contacto previamente, por lo que este factor pierde su relevancia. La
segunda estructura esta estrechamente relacionada con la memoria de reconocimento,

y por ello se discute su funcidn en este y préximos apartados.

La prueba de reconocimiento de objetos implica el uso de la memoria explicita de
tipo visual. En un trabajo similar (Lépez-Ramos y cols, 2007), no se hallaron diferencias
entre los animales aclimatados y los del grupo control. No obstante, en tal prueba los
objetos a reconocer presentados a los ratones fueron muy diferentes entre ellos. Al
aumentar la complejidad de la tarea en este trabajo, se dificulta su éptimo desarrollo.
Con el objetivo de forzar rendimientos submaximos en los animales, se recurre a
complicar la deteccién de las diferencias entre los objetos familiares y los objetos

novedosos, como se detalla en la metodologia.

Ademads, la memoria de reconocimiento (en esta prueba) se basa en la capacidad
de discriminar objetos de progresiva complejidad, y no en objetos de distinta naturaleza.
Con ello se consigue desarrollar esta metodologia orientada al rendimiento submaximo,
y ademas, se elimina la posibilidad por parte de los ratones de mostrar preferencia por
alguna caracteristica propia de alguno de los objetos. Asi, en este trabajo se opta por la
eleccion de objetos idénticos, a los que se les iba acoplando sesidn tras sesion pequefias

piezas que aportaban las diferencias.

El tiempo empleado en explorar el objeto novedoso no es muy superior respecto
al tiempo de exploracién al objeto familiar, al contrario de lo que se describe en otros
trabajos con metodologia mds convencional (Sik y cols., 2003), al menos en lo que se
refiere al grupo control. Ademas, se requiere mayor capacidad por parte de los animales

a la hora de discriminar entre unos objetos y otros.

Como se aprecia en los resultados, el grupo de aclimatados AH no sigue la
tendencia general de los demas grupos. En la sesidn correspondiente a las 12 horas, este

grupo de aclimatados disminuye su preferencia por el objeto novedoso respecto a sus
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valores iniciales, y lo hace hasta invertir la preferencia, esto es, hasta dedicar mas
tiempo explorando el correspondiente objeto familiar. Si bien estos ratones se
encontraban bajo condiciones de hipoxia hipobarica, su previa aclimatacion durante
semanas a esta altura simulada no hace posible adjudicar el resultado a esta causa.
Ademads, durante el resto de sesiones muestran un comportamiento similar al del resto
de grupos. La peculiaridad, por tanto, puede ser atribuible a causas externas al
planteamiento experimental. Por otra parte, el grupo de animales expuestos durante la
prueba a hipoxia aguda (H), apenas muestra alteracion en la memoria de
reconocimiento. En otros trabajos, en cambio, la memoria visual si se muestra afectada;
una exposicion durante 30 dias en el rango de los 5488-8488 m de altura simulada
afecté moderadamente la memoria de reconocimiento en humanos (Hornbein y cols.,

1989).

El grupo de animales aclimatados que realiza la prueba a niveles normales de
presion (AT), muestra un incremento en la preferencia por el objeto nuevo conforme
transcurren las sesiones, respecto a los indices obtenidos durante el entrenamiento,
hasta alcanzar diferencias significativas. Este es un hecho diferenciador con el resto de
grupos, en los que no se produce mejora durante las sucesivas sesiones. De esta manera
se extrae que la mejora cognitiva en los animales se produce transcurrido el periodo de
aclimatacién. El aumento de esta preferencia es proporcional a la mejora de la memoria

de reconocimiento, y se puede constatar con el nuevo disefio metodolégico empleado.

En este punto resulta necesario incidir en las caracteristicas en las que se realiza
la primera sesion de la prueba; ésta se lleva a cabo por todos los animales a presién y
niveles de 0, normales (760 mm de Hg y 21% de 0,). Las sesiones posteriores se llevan a
cabo bajo las condiciones definidas para cada grupo de experimentacién. En estas
sesiones, algunos grupos, y significativament el grupo AT, aumentan el tiempo de
exploracién al objeto novedoso, como anteriormente se menciona. Aunque algunos
trabajos, como el anteriormente mencionado (Li y cols., 2012) describen resultados
contradictorios, muy probablemente se deba a la aplicaciéon de distintas metodologias,

como también anteriormente se detalla.
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5.2.3. Laberinto de ocho brazos

En numerosos estudios existe una gran controversia respecto a la alteracién de la
memoria espacial bajo condiciones de hipoxia hipobdarica. Algunas investigaciones
reportan mejoras en los indices evaluados para memoria espacial tras un episodio de
hipoxia (Wittner y Riha, 2003; Zhang y cols.,, 2005). Otros autores revelan datos
totalmente opuestos, con empeoramientos en todos los parametros evaluados en este
tipo de memoria, como la latencia o la velocidad (Hurder, 1951; Van Liere y Stickney,
1963; Shukitt-Hale y cols., 1994). En otros estudios se describe que la mejora o el
deterioro en la memoria espacial se manifiesta en funcion del tiempo transcurrido desde

la exposicion a hipoxia aguda hasta la realizacion de la prueba (Maiti y cols., 2008).

La metodologia estd también basada en la busqueda de rendimientos
submaximos en la prueba del laberinto de 8 brazos, para poder identificar diferencias en
la memoria espacial entre los distintos grupos de estudio. La complejidad de esta prueba
se basa en la incorporacion en algunos de los brazos de sefuelos, poco vistosos, para la
orientacién de los animales dentro del laberinto. Como se aprecia en los resultados, la
memoria espacial se ve afectada en mayor o menor grado en funcidn de una exposicidn

aguda, y a la existencia o no de un proceso de aclimatacion.

Se aprecia un empeoramiento notable en el tiempo de exploracién empleado
durante la ejecucion de la prueba, en todos los grupos, en la sesidn realizada 1 hora
después del entrenamiento. Este aparente deterioro de la memoria espacial es mas
llamativo en los animales control y en los del grupo AT, que obtienen diferencias
significativas frente a sus mismos valores registrados durante el entrenamiento. Este
hecho puede ser explicado si se entiende el proceso normal de aprendizaje que siguen
los animales en esta prueba. Al principio, los animales deben descubrir en qué brazos se
encuentra la comida, por lo que la tarea es mdas compleja y azarosa. En la sesién
realizada a las 24 horas, estos animales conocen ya la existencia de las referencias que

les aportan pistas de la posicién de la comida.

En trabajos relacionados, también se reproduce un fendmeno de
empeoramiento de los parametros estudiados en memoria espacial, tras un

entrenamiento previo: al exponer a ratas al laberinto de Morris, tras varios
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entrenamientos, la velocidad en la busqueda de la meta (en este caso, una plataforma
sumergida) disminuye, incluso en condiciones de presidon normal (Shukitt-Hale y cols.,
1994). En la presente prueba, este empeoramiento desaparece en la sesion 24 horas;
esto es, el tiempo empleado disminuye en los animales debido al mayor conocimiento
de los brazos que contienen comida. En los ratones del grupo H, en cambio, al
producirse en ellos un deterioro en el proceso de formacién de la memoria bajo hipoxia
aguda, no se produce mejora. Este hecho se repite en numerosos estudios previos
durante una exposiciéon a hipoxia aguda (Vacher y Miller, 1968), o posterior a ella
(Hurder, 1951; Van Liere y Stickney, 1963; Shukitt-Hale y cols., 1994). A este respecto,
los inhibidores de la acetil colinesterasa podrian revertir los efectos de la exposicion

aguda sobre el aprendizaje y memoria espacial (Muthuraju y cols., 2009, 2010, 2011).

La aclimatacién a altura también impide la alteraciéon de la memoria espacial
cuando los animales se exponen a un episodio agudo de hipoxia hipobarica; los datos
obtenidos en el grupo AH, que realiza la prueba en hipoxia, son muy parecidos a los del
grupo control. Esta proteccion de la aclimatacion frente a los efectos adversos de un
episodio agudo de hipoxia también se pone de manifiesto en otros estudios con

animales aclimatados a altura (Vacher y Miller, 1968).

Son pocos los casos en la literatura que describen un aumento en la memoria
espacial tras un proceso de aclimatacién, respecto a una situacién control. En uno de
ellos, la tasa de error en un paradigma de laberinto de 8 brazos fue la menor de todas en
los animales aclimatados a altura testados en condiciones de presién normal (Zhang y
cols., 2005). En consonancia, en el presente trabajo los animales aclimatados a altura y
experimentados a presién normal, adquieren los valores de aprendizaje mas altos, y lo
hacen 24 horas después tras el inicio de la prueba, de forma similar a como ocurre en la

prueba de reconocimiento de objetos.

Los mecanismos fisiolégicos que subyacen a estos cambios en la memoria
espacial pueden hallarse en la corteza prefrontal medial (Becker y cols., 1980), y en
menor grado, en la region retrosplenial de la corteza cingulada (Vann y cols., 2003). La
sinapsis talamico-cortical entre el ndcleo mediodorsal del tdlamo y la corteza prefrontal

medial, estudiada en este trabajo, presenta ademds una disminucién en la amplitud de
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los PEPS generados en las neuronas de la mPFC bajo condiciones de hipoxia. Sin
embargo, estos resultados no implican una relacién con la alteracion del aprendizaje y la

memoria que tienen lugar durante la prueba del laberinto de 8 brazos.

Los efectos de la hipoxia hipobarica son muy generalizados en todo el sistema
nervioso (Bogolepov, 1983; Dickinson 1983; Rybnikova y cols., 2005, 2006; Row vy cols.,
2007; Maiti y cols., 2008), y los localizados en el hipocampo y el resto de la corteza,
deben causar por si solos cambios considerables en la cognicion del animal que restarian
importancia al efecto de un area en concreto del cerebro, por muy fundamental que sea

ésta para la tarea.

5.3. ALTERACION DE LA SINAPSIS NUCLEO MEDIODORSAL DEL TALAMO - CORTEZA
PREFRONTAL MEDIAL POR EXPOSICION A HIPOXIA HIPOBARICA

Los resultados del andlisis de los PEPS estudiados en la sinapsis entre el nucleo
mediodorsal del tdlamo y la corteza prefrontal medial presentan varias caracteristicas
destacadas. Tanto la amplitud como la pendiente disminuyen en los potenciales
provocados por el primer pulso, al exponer a los animales a unas condiciones de hipoxia
hipobadrica, y el efecto se intensifica a medida que aumenta el nivel de hipoxia (5000 y
6500 m de altura simulada). Como se detalla en algunas investigaciones, un descenso en
el nivel de oxigeno en el ambiente puede producir cambios electrofisioldgicos
inmediatos en el animal. Estos cambios suelen manifestarse como una ralentizacién y
una disminucion en la amplitud de las ondas registradas en el EEG (Querol, 1965; Foster

y cols., 1975).

En el presente trabajo los valores de amplitud de los potenciales provocados por
el segundo pulso aumentan en esta via talamico-cortical. La disminucion en la amplitud
de los potenciales provocados por el primer pulso, y el aumento en los provocados por
el segundo, sugieren un fendmeno de incremento de la facilitacion a este segundo pulso,
fruto de la inhibicién del primero debido a las condiciones de hipoxia. Este fendmeno se

explica por el incremento en la liberacién de neurotransmisor desde las terminales
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presindpticas procedentes del talamo, tras la aplicacidon de los segundos pulsos, que
repercute directamente en el aumento del potencial de membrana del terminal
postsindptico. Al mismo tiempo, el aumento en la liberacién de neurotransmisor seria
debido al incremento en la concentracidon de calcio intracelular que ocurre tras la
aplicacion del primer pulso. Todo ello hace presumir que esta alteracidn se se da a nivel
presindptico (Zucker y Regehr, 2002), aunque también existen otras interpretaciones

(Moult y cols, 2006).

El fendmeno de la facilitacion se pone de manifiesto en las neuronas registradas
en el drea medial de la corteza prefrontal, tanto a 5000 m como a 6500 m de altitud
simulada, siendo mas pronunciado este fenédmeno conforme aumenta la altura. Del

analisis de la pendiente de los PEPS se extrae el mismo hecho.

Segun algunos autores, los sujetos que mejor toleran los efectos de la hipoxia
hipobdrica son los que suelen mostrar menores cambios en el EEG durante estas
condiciones (Zhongyuan y cols., 1983). De forma paralela, en este estudio los mayores
cambios en las propiedades electrofisiolégicos se producen ante la exposicion mas
intensa a hipoxia que se ha utilizado para este experimento (6500 m de altura simulada).
La bibliografia relacionada describe mayor afeccién en las funciones cognitivas ante
exposiciones a hipoxia mas severas (Van Liere y Stickney, 1963; Shukitt-Hale y cols.,
1994; Vataeva y cols., 2004), frente al menor impacto que se produce cuando la hipoxia
es menos acusada (Shukitt-Hale y cols., 1998), por lo que los resultados de este estudio
suman evidencias a lo descrito por Zhongyuan y cols., en 1983. Algunos autores van mas
alla, y relacionan de manera directa el grado de deterioro cognitivo que puede

manifestarse durante la hipoxia hipobadrica, y el EEG (Regard y cols., 1989).

Segun algunos autores, la hipoxia hipobarica modifica también la amplitud de los
PEPS visuales (Foster y cols., 1975). El mal agudo de montafia, por su parte, suele
caracterizarse por la aparicién de ilusiones dpticas, pérdidas de memoria visual y otros
déficits (Hornbein y cols., 1989; Grossrubatscher, 2007), de modo que la alteracion de
los potenciales excitatorios postsinapticos de la corteza visual durante la hipoxia

hipobarica podria estar relacionada con estos sintomas.

156



Discusion

La participacién del talamo en procesos que han sido tradicionalmente asociados
al hipocampo, como la memoria (Reed y cols., 1999), hacen pensar en un papel
relevante de las proyecciones taldmico-hipocampales en la pérdida repentina de
memoria bajo hipoxia. Los cambios en amplitud y pendiente experimentados en los
PEPS de la mPFC que recibe aferencias del nucleo mediodorsal del tdlamo pueden tener

relacion con la posible afeccién del talamo en condiciones de hipoxia hipobarica.

5.4. EFECTOS DE LA EXPOSICION A HIPOXIA HIPOBARICA SOBRE EL SISTEMA
COLINERGICO

5.4.1. Consideraciones generales

Los marcadores generales para evaluar el sistema colinérgico no se restringen
Unicamente a la acetil colinesterasa y la colina acetiltransferasa. También contemplan al
transportador vesicular para acetilcolina (VAChT), otros transportadores para el
neurotransmisor, y receptores propios para éste (nicotinicos y muscarinicos). Ademas,
se puede detectar directamente la actividad de ACh mediante otras técnicas. Sin
embargo, las técnicas para hallar la presencia directa de la ACh pueden obviar
informacién de las consecuencias que provoca la hipoxia hipobarica, como, por ejemplo,
son la sintesis o la degradacién de este neurotransmisor. La hipoxia hipobarica altera de
forma relevante, y provoca numerosas repercusiones, en todo el sistema nervioso. Por
tanto, cuantos mds marcadores se utilicen para evaluar en un organismo el sistema

colinérgico, mds informacion se puede extraer de éste.

Los anticuerpos contra ChAT son uno de los marcadores mas fiables que existen
para evaluar el sistema colinérgico, ya que el marcaje de estos anticuerpos se restringe
Unicamente a las neuronas colinérgicas. Los anticuerpos contra AChE, en cambio, no son
marcadores tan exclusivos (Van der Zee y Keijser, 2011), debido a que AChE presenta de

forma natural en el sistema nervioso varios subtipos.

Estos subtipos difieren en su expresidén génica y en el proceso de ensamblaje de

sus aminoacidos (Meshorer y Soreq, 2006). El subtipo R, que se expresa en condiciones
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de estrés en el animal (Massoulié, 2002), no es funcional, por lo que no se puede obviar
gue incrementos en la enzima AChE hallados en el presente trabajo puedan estar
relacionados con el incremento de este subtipo. Por tanto, la inespecificidad del
anticuerpo contra los diferentes subtipos de AChE (a-AChE) podria alterar parcialmente
el resultado del analisis. En cualquier caso, la situacidon mas estresante fue la sufrida por
el grupo hipodxico agudo perfundido a las 0 h (H 0Oh), y sin embargo este grupo no

presentd incremento en los niveles de AChE.

Independientemente de estos factores, que pueden distorsionar en parte la
medicion real de la sintesis y la degradacion de la acetilcolina, los resultados mostrados
en el presente trabajo reflejan la tendencia general de los grupos de animales

aclimatados, o expuestos de forma aguda, a hipoxia hipobarica.

También se comparan estos resultados con los obtenidos en las pruebas
comportamentales. De este modo, se podrian equiparar de forma similar las
caracteristicas entre los animales de los grupos control procedentes de las pruebas
inmunohistoquimicas y de las comportamentales. Por sus caracteristicas, también serian
equiparables los grupos H Oh y H 24h, con los animales del grupo H procedentes de las
pruebas comportamentales. De igual manera, existirian caracteristicas semejantes entre
los animales de los grupos A Oh y A 24h, con los animales de los grupos AH y AT,
respectivamente. Sin embargo, no es intencidn de la presente discusién establecer una
causalidad directa entre el desbalance colinérgico presentado en los distintos grupos y

los cambios reportados en las pruebas de comportamiento.

Al hacer una comparativa entre estudios previos y los resultados del presente
trabajo se extrae la conclusién general de que la aclimatacién a altura provocaria los
mismos efectos en el aumento del neurotransmisor ACh que los que provocan las
sustancias inhibidoras de AChE, o las potenciadoras de ChAT (Bohnen y cols, 2005;
Kakinuma y cols, 2010; Muthuraju y cols, 2009, 2010, 2011). El porqué de este aumento
de ACh es desconocido, aunque podria estar influenciado por los niveles de EPO
cerebral, molécula que se produce no sdlo en el rifion, y a la que se la ha atribuido un

papel en la respuesta hematoldgica y ventilatoria a hipoxia (Gassmann y cols, 2009).
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5.4.2. Septum medial y nticleos de la banda de Broca

El marcaje del anticuerpo contra AChE en el septum medial y los nucleos vertical
y horizontal de la banda diagonal de Broca muestra variaciones en cada grupo
experimental; sin embargo, estadisticamente no son significantes. Se aprecia un ligero
descenso en aquellos animales expuestos a hipoxia aguda vy perfundidos
inmediatamente tras esta exposicion. El resto de grupos incrementa la expresion de la

enzima, siendo algo mads destacada en los grupos de animales aclimatados.

Los niveles para la enzima ChAT muestran mayor area inmunotefiida en los
grupos de aclimatados. Los animales perfundidos inmediatamente tras el proceso de
aclimatacién (A Oh), muestran diferencias importantes respecto a los grupos de animales
expuestos de forma aguda a hipoxia hipobarica. Los valores de estos ultimos animales
son inferiores a los determinados en el grupo control. Sin embargo, en un estudio en el
gue se expuso a ratas a hipoxia intermitente durante 14 dias, lo cual puede llevar a un
proceso de aclimatacién, se observé como los niveles de ChAT encontrados disminuian
considerablemente (Row y cols., 2007). No obstante, la hipoxia de tipo no hipobarica
(normobarica, con niveles de presion normales) y la intermitencia de la exposicidén
(exposicion a hipoxia durante unas horas al dia), pueden hacer que ambos resultados no

sean comparables.

El balance colinérgico, entendido aqui como el nivel de AChE frente al de ChAT,
en el grupo expuesto a hipoxia aguda y perfundido tras el episodio (H Oh), muestra
abundante presencia relativa de la enzima degradadora de la acetilcolina, y escasa
presencia de la enzima encargada de la sintesis de este neurotransmisor, respecto a los
niveles observados en el grupo control. La consecuencia mas obvia de este hecho podria
ser un descenso general en la presencia de la ACh en estas condiciones. Sin embargo, la
cierta inespecificidad del anticuerpo, que puede alterar en parte el resultado propio del
analisis, y la propia dinamicidad en el proceso de sintesis, transporte y degradacién del
neurotransmisor, hacen que no sea posible atribuir directamente a los resultados un

descenso global en el neurotransmisor.
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Con todo esto, se extrae del estudio que los animales expuestos a hipoxia aguda
poseen un balance que se inclina a favor de la degradacion de la acetilcolina, y los

aclimatados a estas condiciones un balance favorable a la sintesis del neurotransmisor.

Las amplias proyecciones que se dirigen desde el complejo del septum medial y
la banda diagonal de Broca hacia la corteza (Risold, 2004) e hipocampo (Gaykema y cols.,
1991), pueden afectar al balance colinérgico de estas zonas de forma similar a como
ocurre en las estructuras septales. En un estudio en el que se lesiona quimicamente el
septum, se comprueba codmo tal lesion afecta de forma sustancial a la presencia de
acetilcolina en el hipocampo, reduciéndose hasta un 75% frente a una situacién control
(Van der Staay y cols., 2006). El analisis de la presencia de AChE y ChAT en las siguientes
estructuras analizadas, corteza piriforme y drea CAl de hipocampo, puede confirmar

este hecho.

5.4.3. Area CA1 de hipocampo

En el presente trabajo, la presencia de AChE en el area CAl de hipocampo
disminuye hasta un 70% en el caso de los ratones expuestos a hipoxia aguda que se
perfunden inmediatamente (H Oh), respecto a los valores del grupo control. 24 horas
después de la exposicidon aguda (grupo H 24h), los valores vuelven a establecerse a los

niveles del grupo control (no expuestos a hipoxia hipobarica).

En algunos trabajos similares se experimentd una bajada significativa en la
expresion de la enzima AChE en el hipocampo tras una exposicion a hipoxia aguda. Es el
caso de ratones expuestos a 7500 m de altura (Udayabanu y cols., 2012) en hipocampo.
En otro estudio, se expuso a ratones a 7000 m de altura, y no se encontraron diferencias
en la actividad de la AChE en hipocampo en el periodo denominado de reoxigenacion
tras su exposicién aguda (Udayabanu y cols., 2008). Este periodo puede ser equivalente
a las condiciones particulares del grupo H 24h, analizado en el presente estudio, y con

similar resultado.

En el grupo de ratones aclimatados a hipoxia hipobarica, el porcentaje de AChE

en hipocampo es significativamente mayor en el caso de los ratones perfundidos
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inmediatamente tras su exposiciéon a hipoxia (A Oh). No hay cambios significativos 24
horas después del proceso de aclimatacion respecto a los niveles de los animales del
grupo control. En estudio similar se constatd, de igual forma, que tras 7 dias de
exposicién a una altura simulada de 6100 m, periodo suficiente para cierto proceso de
aclimatacidn, los niveles de AChE obtenidos fueron mds de dos veces superiores a los

registrados en ratas control (Muthuraju y cols., 2010).

En el presente trabajo, destacan dos hechos significativos en cuanto a la
presencia de ChAT en el drea CA1 de hipocampo: el aumento notable en la presencia de
la enzima en el grupo de aclimatados a altura A Oh, respecto a los valores basales (o del
grupo control); y el descenso en los niveles de esta enzima en los ratones expuestos a

una hipoxia aguda.

Este ultimo hecho ha sido respaldado por varios estudios. Se ha observado una
importante bajada en la expresién de ChAT en el hipocampo tras una exposicion a
hipoxia hipobdrica aguda (Udayabanu y cols., 2012), contrarrestrada por Ila
administracién del quelante para zinc Ca,EDTA. Un estudio en el que se midié el nivel de
acetilcolina en el hipocampo de ratas (no se evalud el nivel de ChAT directamente),
indicd como la ACh disminuyd bruscamente por una exposicién a 5500 m de altura
simulada (Shukitt-Hale y cols., 1993). Indirectamente, estos niveles pueden reflejar un
descenso de la enzima encargada de sintetizar este neurotransmisor. Por otro lado, los
niveles de ACh tras una exposicion de 7 dias y 6100 m de altura simulada, mostraron un
tercio del nivel previo de este neurotransmisor en esta estructura (Muthuraju y cols.,

2010).

Respecto a los resultados obtenidos en las pruebas de memoria explicita, debe
considerarse el estado del hipocampo durante la hipoxia (Shukitt-Hale y cols., 1996;
Udayabanu vy cols., 2008; Gilbert y Brushfield, 2009; Sharma y cols., 2010). Si bien las
tendencias actuales apoyan la hipotesis de que un tipo de memoria o funcién cognitiva
no queda relegada a un lugar especifico del cerebro, sino que son varias las estructuras
esenciales implicadas (Lopez-Aranda y cols., 2009), bien es cierto que la mayoria de las
publicaciones sitlan al hipocampo como estructura necesaria para llevar a cabo

funciones fundamentales como la memoria (Muthuraju y cols., 2010; Udayabanu y cols.,
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2012). También es bien sabido que una exposicidon a hipoxia modifica por completo el
sistema colinérgico (Gibson y Duffy, 1981; Chleide e Ishikawa, 1990), y que el sistema
colinérgico estd implicado en procesos cognitivos en hipocampo (Becker y cols., 1981;
Kim y Levin, 1996; Acquas y cols., 1996). Con estas premisas, se puede relacionar el
desbalance colinérgico descrito en el darea CA1l de hipocampo con los resultados

obtenidos en las pruebas comportamentales del presente trabajo.

Teniendo en cuenta que la mayor parte de la acetilcolina presente en el
hipocampo proviene de las proyecciones septales, y apenas de neuronas colinérgicas
propias de esta estructura (Mufson y Cunningham, 1988), el comportamiento que
muestran los niveles de AChE y ChAT ante las distintas condiciones de hipobaria en
hipocampo puede tener su origen en los niveles enzimaticos que se presentan en

septum, tal y como se comprueba en éste y en el anterior apartado.

5.4.4. Corteza piriforme

Los resultados correspondientes al drea relativa inmutefiida por los anticuerpos
contra AChE y ChAT en corteza piriforme, se encuentran, a grandes rasgos, en
consonancia con los hallados en el andlisis para el area CA1 de hipocampo, y el septum
medial y nucleos adyacentes. Estas ultimas estructuras proyectan abundantemente
hacia la corteza piriforme (Risold, 2004). Una vez mas, las consecuencias de la hipoxia
sobre el sistema colinérgico en las estructuras septales se derivan hacia las zonas donde

éstas proyectan.

En el presente trabajo, la presencia de AChE en la corteza piriforme depende
sustancialmente del modo en el que la exposicidn a hipoxia hipobdrica se lleva a cabo en
los distintos grupos de animales. Una exposicién a hipoxia aguda no parece tener
grandes consecuencias en los niveles enzimaticos durante la exposicion, pero en el
periodo de reoxigenacidon (grupo H 24h), los niveles de AChE parecen aumentar
ligeramente, al menos en el hemisferio derecho. En un estudio, en cambio, una reducida
actividad de la enzima AChE en corteza cerebral de ratones fue evidenciada en el

proceso de reoxigenacion, tras un periodo de hipoxia (Udayabanu y cols., 2008).
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Durante la aclimatacion a hipoxia, los niveles de la enzima se acrecientan, pero
24 horas después (A 24h), disminuyen, y lo hacen de forma acusada en el hemisferio
derecho. Los pacientes que desarrollan la enfermedad de Parkinson o Alzheimer se
caracterizan por un bajo nivel de AChE en corteza cerebral. Estos bajos niveles se
relacionan con un empeoramiento en la memoria de trabajo (Bohnen y cols., 2005,
2006). En otros trabajos, se experimenté un aumento del doble en la actividad de la
AChE en corteza tras una exposicion a 6100m de altura simulada durante 7 dias,
respecto a ratas no expuestas (Muthuraju y cols., 2010). Esta exposicion puede
calificarse de tipo aclimatativo, aunque el estudio no aporta datos sobre el momento en
el que estos animales se sacrificaron y se midié el nivel de actividad enzimatica. El
presente trabajo, en cambio, muestra la importancia del momento en el que se analizan
las enzimas tras un episodio de hipoxia; los resultados obtenidos difieren en funcidn de
gue el estudio se realice inmediatamente tras la exposicién, o 24 horas después. Los
resultados de estudios similares son dificilmente equiparables si no se conocen este tipo

de datos, que en el presente trabajo se evidencian muy relevantes.

5.4.5. Corteza visual secundaria

Los resultados del drea inmunotenida para el anticuerpo contra AChE en corteza
visual muestran un destacable aumento de esta enzima tras el periodo de aclimatacién a
hipoxia hipobarica (grupo A 24h). Este aumento es aproximadamente un 50% mayor
respecto a los animales del grupo control. En consonancia con ello, hay constancia de
que tras la aclimatacion a una altura simulada similar, los niveles de AChE son el doble

de los obtenidos en ratas control (Muthuraju y cols., 2010).

En cuanto a los valores de ChAT, se produce una disminucién en su expresion
inmediatamente tras el episodio de hipoxia aguda (grupo H 0h). De forma indirecta, se
puede relacionar con el brusco descenso en los niveles de ACh descrito en corteza de
rata después de una exposicion a hipoxia hipobarica (Muthuraju y cols., 2010). Al mismo
tiempo, en el presente trabajo, se aprecia un leve aumento en los niveles de la enzima
ChAT 24 horas después de la exposicion a hipoxia aguda. Sin embargo, en un estudio se

observé un descenso en la actividad de ChAT cortical en el periodo de reoxigenacion
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comprendido tras una hipoxia moderada en fetos de ratén (Sher, 1990). La inespecifidad
del area cortical evaluada, debido al estado de desarrollo de los fetos, imposibilita la

adecuada comparacion entre resultados.

Durante la prueba de reconocimiento de objetos el animal requiere de la
memoria de reconocimiento para llevar a cabo dicha tarea. Recientemente se ha
comprobado que la corteza visual V2 tiene un papel fundamental en este tipo de
memoria (Lopez-Aranda y cols., 2009). El sistema colinérgico podria estar involucrado en
este proceso. Se hace necesario, por ello, extrapolar los resultados de los andlisis para
AChE y ChAT a los obtenidos de la prueba de reconocimiento. En estados de hipoxia,
existe en los animales un incremento de la enzima acetil colinesterasa, sobre todo
inmediatamente después de una exposicion aguda a hipoxia hipobarica (H Oh), y horas
después de una exposicidon a hipoxia que conduce a la aclimatacion del individuo (A
24h). En ambas situaciones, el desbalance colinérgico se inclina hacia un posible menor

nivel de acetilcolina en corteza visual.

No obstante, los efectos contrapuestos facilitadores o inhibidores de la ACh que
se manifiestan en corteza visual (Sillito y Kemp, 1983), impiden interpretar
correctamente en el plano cognitivo los cambios de este neurotransmisor en
condiciones de hipoxia hipobarica. De esta manera, resulta dificil extrapolar los
resultados de las enzimas AChE y ChAT a los obtenidos en la prueba de reconocimiento
de objetos. De tal modo, el descenso neto del neurotransmisor que se observa en los
grupos de animales H Oh y A 24h, no explica, al mismo tiempo, los contrapuestos
resultados obtenidos en la prueba de reconocimiento en los animales H y AT,

respectivamente.

Por otro lado, se ha comprobado cdmo el descenso en los niveles de ACh en
areas corticales puede asociarse con alucinaciones visuales (Perry y cols., 1990). La
hipoxia hipobarica, con idénticas consecuencias sobre el balance colinérgico, provoca
ademas afeccion en la memoria visual en humanos (Hornbein y cols., 1989), con lo que,
en ambos casos, cabria esperarse que, de alguna u otra manera, el balance (o
desbalance) de este neurotransmisor, al menos, modificara el funcionamiento normal de

estas estructuras, y por ello, las funciones cognitivas que éstas generan.
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6.1. Conclusiones

1) La metodologia basada en la busqueda de rendimientos submaximos es

Optima para evaluar las capacidades cognitivas en ratones.

2) La aclimatacién a altura, no solo contrarresta la alteracion de la memoria
implicita que se da en esas condiciones, sino que la mejora, cuando se analiza en

condiciones normales de presion.

3) La aclimatacion a altura, no solo contrarresta la alteracion de la memoria
explicita que se da en esas condiciones, sino que mejora la de largo plazo, cuando se

analiza en condiciones normales de presion.

4) La exposicidn a altura simulada altera la actividad sindptica de las aferencias
tdlamicas a la corteza prefrontal medial, mediante un mecanismo que se presume de

tipo presinaptico y dependiente del incremento de altura simulada.

5) La exposicidon a altura simulada altera el balance colinérgico en el septum
medial y los nucleos de la banda de Broca, asi como en las principales areas hacia donde
proyectan (hipocampo y otros tipos de corteza). En un episodio agudo, este desbalance
ChAT/AChE es debido a un incremento de la segunda enzima, mientras que en la
aclimatacidn ocurre el efecto contrario. Estos fendmenos no son extensibles a la corteza

visual secundaria.

6) Existen paralelismos entre los efectos de la exposicion y de la aclimatacién a
altura sobre las capacidades cognitivas y el desbalance colinérgico que se produce en
esas condiciones, los cuales pueden estar relacionados con la alteracion de la actividad

sindptica que la exposicidn a altura produce.
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