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Memory is not simply a record of
experiences; it is the basis of our
knowledge of the world, our
skills, our hopes and dreams and
our ability to interact with others
and thus influence our destinies

James L. McGaugh
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ABREVIATURAS

5CSRTT Tarea de tiempo de reaccion ante un estimulo en series de cinco

elementos (five-choice serial reaction time task)

ABL Amigdala basolateral

ACG Aversion condicionada al gusto

ACh Acetilcolina

ASM Area septal medial

BDBh Rama horizontal de la banda diagonal de Broca
BDBv Rama vertical de la banda diagonal de Broca
EC Estimulo condicionado

EEG Electroencefalograma

El Estimulo incondicionado

EIC Estimulacion eléctrica intracraneal

EV2 Evitacion activa de dos sentidos

GPv Globo pélido ventral

HL Hipotalamo lateral

LC Locus coeruleus

LTD Nucleo laterodorsal mesencefélico

NAc Nucleo accumbens

NBM Nucleo basal magnocelular

NPOM Nucleo predptico magnocelular

PB Prosencéfalo basal

PF Nucleo parafascicular del talamo

PPT Nucleo pedunculopontico tegmental mesencefalico
RD Nucleo del rafe dorsal

Sl Sustancia innominata

SM Septum medial
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Introduccién

INTRODUCCION

El objetivo general planteado en la presente tesis doctoral consiste en analizar los
efectos de la estimulacién eléctrica intracraneal (EIC) del nucleo basal magnocelular
(NBM) sobre los diferentes estadios del aprendizaje y la formacién de la memoria de una
tarea de evitacion activa de dos sentidos (EV2) en ratas. Este objetivo experimental se
enmarca dentro de las lineas generales de investigacion de nuestro laboratorio
denominadas Mecanismos neurofisiologicos implicados en la reversién funcional,
mediante estimulacion eléctrica del cerebro, de alteraciones cognitivas en modelos
animales de Alzheimer y amnesia diencefélica, dirigida por la profesora Margarita Marti
Nicolovius, y Potenciacion y recuperacion de la memoria por estimulacion eléctrica
intracraneal en ratas normales y con dafio cerebral, coordinada por el profesor Ignacio
Morgado Bernal. Ambas lineas de investigacién plantean como una de sus principales
finalidades el establecer modelos basicos de facilitacién del aprendizaje y de la memaoria
de diversos tipos de tareas mediante la estimulacién de estructuras que, como el NBM,
forman parte de sistemas neuromoduladores del cerebro. En este sentido, el avance en el
conocimiento de sistemas cerebrales cuya activacion potencia procesos cognitivos podra
contribuir al desarrollo de procedimientos que optimicen la eficacia del procesamiento y la
retencion de informacién en sujetos con bajas capacidades de aprendizaje y/o con
determinadas patologias neurodegenerativas como, por ejemplo, la enfermedad de

Alzheimer.

Los trabajos de esta tesis doctoral se presentan en forma de compendio de
publicaciones. El primero de los articulos lleva por titulo Nucleus basalis magnocellularis
electrical stimulation facilitates two-way active avoidance retention, in rats y fue publicado
en el afio 2001 en la revista Brain Research (vol. 900:337-341). Dado que este articulo
constituyo la primera evidencia experimental que muestra efectos facilitadores de la EIC
del NBM directamente sobre la retencion de una tarea conductual de aprendizaje
consideramos importante publicarlo en forma de short communication, ya que este tipo de
formato de publicacién permitia dar a conocer con rapidez los resultados experimentales
obtenidos al resto de la comunidad cientifica. En este trabajo se estudia el efecto de la
aplicacion del tratamiento de EIC del NBM post-entrenamiento en un paradigma masivo
de condicionamiento de EV2. Los resultados muestran un efecto facilitador del
tratamiento sobre la retencion de esta tarea, tanto a corto como a largo plazo,
evidenciandose especialmente en aquellos sujetos experimentales que presentan un

nivel inicial de aprendizaje bajo.
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El segundo de los articulos, titulado Effects of electrical stimulation of the nucleus
basalis on two-way active avoidance acquisition, retention, and retrieval y publicado en el
aflo 2004 en la revista Behavioural Brain Research (en prensa), tiene como principal
objetivo evaluar el efecto de la EIC del NBM sobre diversos procesos cognitivos
(adquisicién, retencion y recuperacion de la informacion) que tienen lugar a lo largo del
aprendizaje de la tarea de EV2, con la intencién de dilucidar la contribucion especifica del
nacleo en dichos procesos. Los experimentos expuestos en este articulo ponen de
manifiesto que la EIC del NBM facilita la adquisicibn del condicionamiento de EV2,
mientras que la consolidacién y la recuperacion de la informacién ya adquirida no se ven
significativamente afectadas con los parametros de estimulacién especificos utilizados en

este trabajo.

La presente tesis doctoral estd organizada en cuatro secciones principales. En la
primera parte, se presenta el planteamiento y los objetivos generales de los diversos
experimentos realizados enmarcandolos dentro del contexto experimental en el que se
inscribe la tesis. En segundo lugar, se expone una revision concisa y actualizada de los
antecedentes tedricos y empiricos existentes en la literatura cientifica en relacién al NBM.
Concretamente, en este apartado se describen, por un lado, las principales
caracteristicas neuroanatomicas y neuroqguimicas del prosencéfalo basal (PB), regién del
cerebro de la que forma parte el NBM, y por otro, las funciones en las que este nucleo se
halla implicado, como son la regulacién de la activacién cortical, los procesos cognitivos
de atencion, adquisicion, consolidacion de la memoria y recuperacion de la informacion,
asi como también la plasticidad sinaptica. En la tercera parte, presentamos los dos
trabajos publicados acompafiados de un breve resumen de la metodologia, los objetivos
y los principales resultados obtenidos. Para concluir esta tesis doctoral presentamos un
apartado de discusion final y de conclusiones generales en el que se realiza un analisis
del conjunto de resultados obtenidos, englobandolos dentro del marco general de
identificacion y descripcion de sistemas cerebrales implicados en la facilitacion de

aprendizajes complejos y formacién de la memoria.
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Planteamiento y objetivos generales

|. PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS GENERALES

En los udltimos afos, han sido numerosas las investigaciones centradas en el
estudio del papel del NBM en los procesos cognitivos. El interés neurocientifico suscitado
por esta estructura ha sido motivado en gran medida por el hecho de que una de las
principales caracteristicas de la enfermedad de Alzheimer es la degeneracién de
neuronas colinérgicas del nucleo basal de Meynert (homenclatura utilizada si se hace
referencia a primates y humanos) (Ambrogi-Lorenzini y col., 1999; Braak y col., 1997;
Cummings, 2000; Mesulam, 1996, 2004). La pérdida de memoria y de otros procesos
cognitivos asociados a esta enfermedad ha sido atribuida en parte a dicha
neurodegeneracion (Dringenberg, 2000; Klingberg y Klengel, 1993; Lawrence y Sahakian,
1998; Samuel y col., 1994; Sassin y col., 2000; Wenk, 1997), aspecto que ha motivado a
diversos investigadores a intentar encontrar modelos animales que reproduzcan estas
caracteristicas de la patologia humana (Cole y Frautschy, 1997; Harkany y col., 1998;
Haroutunian y col., 1997; McDonald y Overmier, 1998; Pepeu, 2001).

El NBM es una estructura principalmente colinérgica (Mesulam, 2004; Semba,
2000; Wenk, 1997) y es considerada como la principal fuente de acetilcolina (ACh) de la
corteza cerebral (Détari y col., 1999; Mesulam y col., 1983; Szymusiak, 1995; Zaborszky
y col., 1999) sobre la cual ejerce un efecto predominantemente excitador (Cape y col.,
2000; Détari, 2000; Détéri y col., 1999; Duque y col., 2000; Linster y Hasselmo, 2001). El
sistema colinérgico del NBM desempefia un papel critico en la neuromodulacion de la
actividad cortical (Jones, 2003; Sarter y Bruno, 2000; Zaborszky y Duque, 2003) tanto a
través de sus proyecciones directas a practicamente la totalidad de la corteza (Berntson y
Sarter, 2002; Woolf, 1991) como de forma indirecta a través de las conexiones que
establece con los nucleos taldmicos que forman parte del denominado sistema talamo-
cortical (Détéri y col., 1999; Jones, 2003; McCormick y Bal, 1997; Semba, 2000; Steriade,
2004). La eficacia del control activo que el NBM ejerce sobre la actividad de la corteza se
halla notablemente influida por las aferencias procedentes de diferentes sistemas
neuromoduladores, como el sistema reticular activador ascendente del tronco del
encéfalo y el sistema tadlamo-cortical (Détari y col., 1999; Givens y Sarter, 1997; Sarter y
Bruno, 2000), que convergen en esta estructura (Dringenberg y Vanderwolf, 1998; Sarter
y Bruno, 2000). Ademas, a pesar de que la ACh parece constituir uno de los principales
sistemas neuroquimicos de arousal cortical, en los Ultimos afios se ha demostrado la
participacibn de otros sistemas de neurotransmision como el GABAérgico,
fundamentalmente, el glutamatérgico y el neuropeptidérgico (Duque y col., 2000; Fournier
y col., 2004; Gritti y col., 2003; Manns y col., 2000a, b).
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Numerosos estudios con animales de laboratorio han confirmado la contribucion
del sistema colinérgico del NBM en procesos como la atencion (Sarter y col., 2001, 2003),
la adquisicion y la consolidacion de la memoria (Miranda y col., 2003; Power y col., 2003).
Dichos experimentos han evaluado los efectos de diversas manipulaciones del NBM
como por ejemplo, las lesiones excitotoxicas o las lesiones selectivas de sus neuronas
colinérgicas, inyecciones de farmacos y técnicas de microdialisis in vivo. Respecto a la
participacién del NBM en procesos atencionales, se ha podido comprobar que tanto la
lesion de esta estructura (Gill y col., 2000; Lehman y col., 2003; McGaughy y col., 2002;
Risbrough y col., 2002) como la infusién de determinadas sustancias farmacolégicas con
accion sobre el sistema colinérgico (Holley y col., 1995; McGaughy y col., 1999; Turchi y
Sarter, 2001a, b) producen deterioros significativos en tareas conductuales de atencion
sostenida. Ademas, el grado de déficit se agrava de forma proporcional al aumento de los
recursos de atencidn requeridos para la correcta realizacion de la tarea (Butt y Bowman,
2002; Butt y col., 2002; McGaughy y col., 2002; Risbrough y col., 2002; Robbins y col.,
1989). La correlacion entre las demandas de atencion y la actividad del sistema
colinérgico del NBM ha sido estudiada a través de técnicas de microdialisis in vivo. Estos
estudios han demostrado que la realizacion de tareas que requieren atencioén sostenida
esta asociada a niveles elevados de ACh cortical (Arnold y col., 2002; Dalley y col., 2001;
Himmelheber y col.,, 1997, 2000; McGaughy y col., 2002; Passetti y col., 2000),
observandose incrementos mayores con el aumento de las demandas de atencion
(Himmelheber y col., 2000).

Por otro lado, el NBM también se ha relacionado ampliamente con los procesos
de adquisicion y de consolidacién de la informacion (Baxter y Chiba, 1999; McGaughy y
col.,, 2000; Parker y col., 2002). No obstante, a pesar de la obvia implicacién de la
atencion en tales procesos (Sarter y col.,, 2003), existen numerosas evidencias que
demuestran que la alteracion de la funcién del NBM puede influir directamente en la
adquisicién y/o la retencion de diversas tareas conductuales, independientemente de su
papel sobre la atencion (Bailey y col., 2003; Chudasama y col., 2004; Miranda y col.,
2003; Power y col., 2003). En general, las lineas de investigacion que han abordado el
estudio de la participacion del NBM en la adquisicion y la consolidacion de la memoria,
tanto mediante técnicas de lesion como con manipulaciones farmacolégicas, coinciden en
sefalar el destacado papel que esta estructura desempefia en los procesos cognitivos
mencionados. De hecho, en nuestro laboratorio también hemos obtenido datos que
apoyan la implicacion del NBM en los procesos de aprendizaje y memoria mediante la
lesion de esta estructura. Concretamente, se ha observado que la lesién electrolitica

(Sos-Hinojosa y col., 2003; Vale-Martinez y col., 2002b) o con acido iboténico (Vale-
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Martinez y col., 2002b) pre-entrenamiento provoca deterioros en la retenciéon a largo
plazo del condicionamiento de EV2. Sin embargo, la diversidad de datos existentes en la
literatura cientifica actual respecto a la contribucion concreta del NBM en tales procesos
no proporciona un panorama lo suficientemente esclarecedor como para determinar la
funcién o funciones especificas de esta estructura. Por otra parte, son numerosos los
trabajos que indican que la implicacion del NBM en el aprendizaje y la memoria puede
verse influida por diversos factores como, por ejemplo, la complejidad o las demandas
cognitivas de las tareas conductuales (Turchi y Sarter, 2000; Vale-Martinez y col., 2002a;
Wrenn y col., 1999), el grado de afectacion de neuronas colinérgicas y no colinérgicas
(Bailey y col., 2003; Bailey y Thomas, 2001; Power y col., 2002; Waite y Thal, 1996;
Wenk, 1997), la participacion de otras estructuras como la amigdala basolateral (ABL),
implicada sobre todo en la consolidacién de la memoria (Power y McGaugh, 2002a, b;
Power y col., 2002, 2003) o, probablemente, una interaccién de todas estas variables
(McDonald y Overmier, 1998; Pizzo y col., 2002; Wrenn y col., 1999).

Todos estos datos coinciden en sefalar que el NBM parece estar implicado en los
primeros estadios del aprendizaje, cuando tienen lugar los procesos de atencién,
adquisicién y consolidacion de la informacion (Miranda y col., 2003; Orsetti y col., 1996;
Vale-Martinez y col., 2002a), mas que en estadios posteriores. A favor de esta hipotesis,
diversos experimentos han mostrado ausencia de efectos con la utilizacion de diferentes
estrategias metodoldgicas en la recuperacién de la informacién de tareas previamente
adquiridas (Gonzalez y col., 2000; Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Walsh y col.,
1998). Estos resultados se hallan complementados con los obtenidos en estudios de
microdidlisis in vivo. Asi, se ha demostrado que la fase de adquisicion de una
determinada tarea esta asociada a una significativa actividad neuronal del NBM (Orsetti y
col., 1996) que va acompafiada por incrementos en la liberacion de ACh cortical (Miranda
y col., 2000; Orsetti y col., 1996). Se ha observado ademés que este incremento perdura
tras la finalizacion de la sesion de entrenamiento cuando, probablemente, tienen lugar los
procesos de consolidacién de la memoria (Kopf y col.,, 2001; Miranda y Bermudez-
Rattoni, 1999; Orsetti y col., 1996), y disminuye progresivamente a lo largo del proceso
de formacién de la memoria (Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Miranda y col., 2000).

La implicacion del NBM en diversos procesos cognitivos ha sido vinculada
estrechamente a su papel en la regulacién de la excitabilidad de las neuronas de la
corteza (Cruikshank y Weinberger, 1996; Everitt y Robbins, 1997; Hohmann, 2003;
Lucas-Meunier y col., 2003; Rasmusson, 2000). En este sentido, se considera que las

proyecciones colinérgicas del NBM proporcionan las condiciones neurales 6ptimas para



Planteamiento y objetivos generales

gue tengan lugar determinados acontecimientos fisiolégicos relacionados con los
mecanismos de plasticidad sinaptica subyacentes a los procesos de aprendizaje y
memoria (Gill y col., 2000; Sarter y col., 2003; Weinberger, 2003). La participacion del
NBM en la induccion de plasticidad neural ha sido estudiada fundamentalmente a través
de la técnica de EIC (Weinberger, 2003). Estos estudios ponen de manifiesto que la
activacion del NBM genera una serie de cambios corticales estructurales y neuroquimicos
que se traducen en una potenciacion de las respuestas neuronales ante la presencia de
determinados estimulos sensoriales (Rasmusson, 2000; Verdier y Dykes, 2001,
Weinberger, 2003) y en procesos de reorganizacién cortical (Bjordahl y col., 1998; Kilgard
y Merzenich, 1998). Ademas, estos cambios se acompafian de liberacion colinérgica
(Casamenti y col., 1986; Jiménez-Capdeville y col., 1997; Kurosawa y col., 1989a, b;
Rasmusson y col., 1992) y de desincronizacion del electroencefalograma (EEG) cortical
(Bakin y Weinberger, 1996; Bjordahl y col., 1998; Edeline y col., 1994a; Golmayo y col.,
2003; McLin Il 'y col., 2002a, b, 2003; Metherate y Ashe, 1991; Metherate y col., 1992) lo

que indica una estrecha relacion entre arousal cortical, ACh y plasticidad sinaptica.

Considerando globalmente los datos comentados hasta el momento podemos
asumir que el NBM es una estructura vinculada a sistemas de activacién cerebral y de
plasticidad neural, ambos mecanismos fisioldgicos subyacentes a diversos procesos
cognitivos (atencién, adquisicién y consolidacion de la memoria). Ademas, los datos
expuestos también indican que los mecanismos implicados en los procesos generales de
aprendizaje y memoria pueden verse modificados por medio de diversas estrategias
experimentales. Ello es posible a que dichos procesos son lentos y graduales, y requieren
de cambios moleculares y estructurales en las neuronas de los circuitos cerebrales
implicados. Ademas, son procesos que presentan periodos criticos en los que la
aplicacién de determinados tratamientos pueden modificar, bien deteriorando o bien

facilitando, los mecanismos neurales subyacentes.

En este sentido, en los ultimos afios nuestro laboratorio ha establecido modelos
conductuales de facilitacion del aprendizaje y la memoria utilizando principalmente el
condicionamiento de EV2, en ratas. Esta tarea ha sido escogida, entre otras razones, por
su complejidad y porque muestra similitudes importantes con la adquisicién de algunos
comportamientos complejos por parte de los humanos. Este tipo de paradigma permite
evaluar la adquisiciéon y el recuerdo implicito de una tarea de tipo asociativo que combina
componentes de condicionamiento clasico y de condicionamiento instrumental. Por un
lado, el sujeto debe aprender la asociacién entre un estimulo neutro (en este caso, un

tono) y un ligero shock eléctrico en las patas (estimulo incondicionado) y, por otro, debe

10



Planteamiento y objetivos generales

realizar una conducta (pasar al otro lado de la jaula) para evitar el estimulo aversivo.
Ademads, tal y como sucede en determinados aprendizajes en los humanos, las ratas
estan desigualmente dotadas para aprender este condicionamiento (Schwegler y Lipp,
1981; Schwegler y col., 1981), es decir, algunos animales lo adquieren con relativa
facilidad, mientras que otros necesitan mas sesiones de entrenamiento para conseguirlo
0 no llegan a aprenderlo nunca (Morgado-Bernal, 1997). Este aspecto es de especial
relevancia ya que hace posible el andlisis de variables como las diferencias individuales

mostradas por los sujetos en el aprendizaje de la tarea.

Uno de los procedimientos utilizados en nuestro laboratorio para el estudio de los
mecanismos neurales subyacentes a los procesos de facilitacion del aprendizaje y la
memoria es la estimulacion eléctrica. Se han llevado a cabo diversos experimentos que
han verificado el efecto facilitador de la estimulacion aplicada al hipotalamo lateral (HL)
(Aldavert-Vera y col., 1996; Massanés-Rotger y col., 1998; Redolar-Ripoll y col., 2002;
Segura-Torres y col., 1988, 1991; Soriano-Mas, 2002), que forma parte del sustrato
neural del refuerzo (Schultz, 2000), o al nucleo parafascicular del talamo (PF), (Guillazo-
Blanch y col., 1995, 1999; Sos-Hinojosa y col., 2000; Vale-Martinez y col., 1998), que
forma parte del sistema talamo-cortical (Jones, 2003). Estos efectos facilitadores parecen
ser debidos en gran parte a la induccién de estados de arousal cortical y subcortical tras
la activacién artificial de estas estructuras (Destrade y Jaffard, 1978; Sherman y Guillery,
2001; Steriade, 1996). Tales estados de activacion neural promueven la excitabilidad de
las neuronas de la corteza y de otras estructuras telencefalicas, modulando mecanismos
de plasticidad neuronal y, en Ultima instancia, facilitando procesos cognitivos (Cahill y
McGaugh, 1998; Corbetta y Shulman, 2002; Marrocco y col., 1994; Nielson y col., 1996;
Robbins, 1997). Un aspecto importante a destacar es que los efectos facilitadores de los
tratamientos de estimulacién eléctrica parecen no afectar por igual a todos los sujetos
experimentales. Concretamente, se ha observado que los efectos son especialmente
potentes en los sujetos que presentan niveles de aprendizaje inicial més bajos en el

condicionamiento de EV2 (Aldavert-Vera y col., 1996; Guillazo-Blanch y col., 1999).

Por lo tanto, parece que las técnicas de estimulacion eléctrica resultan altamente
eficaces como tratamientos capaces de facilitar procesos de aprendizaje y memoria y de
inducir mecanismos de plasticidad sinaptica subyacentes a dichos procesos. En
consecuencia, seria plausible pensar que la EIC del NBM aplicada durante periodos
criticos del procesamiento de la informacién podria generar activacion neuronal,
probablemente a través del aumento de la liberacion colinérgica cortical y subcortical

(especialmente de la ABL; Power y McGaugh, 2002a, b). Dicha activacion proporcionaria
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las condiciones 6ptimas para facilitar los cambios neurales necesarios para mejorar y/o
fortalecer las conexiones nerviosas subyacentes a los procesos implicados en el
aprendizaje y la memoria. De hecho, la constatacion de que la EIC del NBM induce
procesos de plasticidad sinaptica cortical (Kilgard y Merzenich, 1998; Weinberger, 2003)
ha llevado a considerar este nicleo como un sustrato neural para procesos cognitivos
como la adquisicion y el almacenamiento de aspectos especificos de la experiencia
(McLin 1l 'y col., 2003; Weinberger, 1998). Sin embargo, la plasticidad en si misma no
constituye realmente el aprendizaje o la consolidacién de la memoria, ya que estos
procesos son propiedades conductuales y, en consecuencia, s6lo pueden ser inferidos a

través del analisis del comportamiento (Cahill y col., 2001).

En la literatura cientifica actual existen Unicamente dos trabajos que han evaluado
los efectos de la activacion del NBM mediante EIC sobre variables conductuales (McLin
[l 'y col.,, 2002a, 2003). El objetivo general de estos experimentos era establecer un
vinculo de unién entre la activacion de esta estructura y los procesos de memoria
evaluados a través de cambios en la tasa cardiaca y respiratoria, es decir, indices
conductuales de tipo autondmico. Los resultados mostraron que, efectivamente, la
estimulacion del NBM asociada contingentemente a la presentacion de un estimulo
condicionado generaba cambios a largo plazo en las medidas analizadas. Sin embargo,
los trabajos de McLin Il y col. no analizaron directamente los efectos de la activacion del
NBM sobre tareas conductuales especificamente disefiadas para evaluar procesos de

aprendizaje y memoria.

En este contexto y bajo la hipotesis de que el NBM esté basicamente implicado en
procesos de atencion, codificacion y consolidacion de la informacion, nos planteamos los

siguientes objetivos generales:

= Analizar la contribucién del NBM en la adquisicion, la consolidacion de la memoria
y la recuperacion de la informacién de la tarea de EV2, mediante la aplicacion de

la EIC en diferentes momentos del proceso de condicionamiento.

= Evaluar posibles diferencias individuales en la capacidad del tratamiento de EIC

del NBM para modular el condicionamiento.
= Estudiar los posibles efectos de la variacion de parametros de la EIC en la

modulacion de los procesos implicados en la adquisicion, la retencion y el

recuerdo de la tarea.
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. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES

1. NEUROANATOMIA Y NEUROQUIMICA DEL PROSENCEFALO
BASAL

El NBM forma parte del PB, uno de los sistemas de neuromodulacion del cerebro.
Los diversos estudios anatémicos y neuroquimicos coinciden en sefialar que es una
region heterogénea tanto en lo que respecta a la poblacién neuronal que la constituye
como a sus proyecciones encefalicas. Esta heterogeneidad no solamente otorga a esta
region una gran complejidad, sino que también le proporciona unas propiedades idoneas
gue la convierten en una estructura clave para llevar a cabo funciones como la regulacion
de la actividad cortical o la modulacion de procesos cognitivos como la atencion, el
aprendizaje y la memoria (Baxter y Chiba, 1999; Détari y col., 1999; Mesulam, 2004;
Rasmusson, 2000; Wenk, 1997), aspectos que seran comentados en los préximos

apartados de la presente tesis doctoral.

A continuacién, se describiran las principales caracteristicas anatomicas y

neuroquimicas del PB, haciendo especial énfasis en las aferencias y eferencias del NBM.

1.1. LOCALIZACION ANATOMICA

El PB es una region localizada en la base del cerebro, en posicién anterior al
hipotalamo y ventral a los ganglios basales. A nivel frontal, limita con el tubérculo olfatorio
y el ndcleo accumbens (NAc), mientras que lateralmente lo hace con el complejo
amigdaloide y la corteza piriforme (Détéri y col., 1999; Semba, 2000). Esta estructura esta
constituida por tres grandes &reas: la primera, localizada en la zona mas rostral, es la
denominada area septal medial (ASM). Esta region estd a su vez constituida por el
septum medial (SM) y la rama vertical de la banda diagonal de Broca (BDBv). La zona
mas caudal del PB corresponde a la region del NBM que incluye también el globo pélido
ventral (GPv) y la sustancia innominata (SI) [ver figura 1.1.1.]. La tercera de las areas
esta formada por la rama horizontal de la banda diagonal de Broca (BDBh) y el nucleo
predptico magnocelular (NPOM) (Givens y Sarter, 1997; Semba, 2000; Wenk, 1997). La
organizacién anatomica del PB es similar entre las especies animales, aunque existen
ciertas diferencias sobre todo en lo que respecta al NBM. En los primates esta estructura,

denominada nucleo basal de Meynert (Baxter, 2000; Mesulam, 1995b, c), se caracteriza
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por ser mas compacta comparandola con otros animales como los gatos o las ratas en
los que el NBM es mas difuso (Szymusiak, 1995). Este es el motivo por el que diversos
autores hacen referencia a esta regién del PB como NBM/SI, englobando ambos nucleos
bajo el mismo término dada la dificultad de establecer unos limites anatomicos claros

entre ellos (Givens y Sarter, 1997; Mesulam y col., 1983).

Figura 1.1.1.: Localizaciéon anatomica del NBM y de las principales estructuras circundantes en una seccion
sagital (A) (2.40 mm de lateralidad desde Bregma) y coronal (B) (1.30 mm posterior a Bregma) del cerebro de
rata (Paxinos y Watson, 1997). (C) Microfotografia de la region correspondiente al NBM en una tincién
inmunohistoquimica para acetilcolinesterasa (aumento 40x). [BDBh: rama horizontal de la banda diagonal de
Broca; ci: capsula interna; CPu: nacleos caudado y putamen; GP: globo palido; GPv: globo palido ventral; HL:
hipotalamo lateral; NBM: nucleo basal magnocelular; NPOM: nucleo predptico magnocelular; NRT: ndcleo
reticular talamico; Sl: sustancia innominata].

1.2. POBLACION NEURONAL

El PB esté constituido por una poblacién mixta y heterogénea de neuronas, tanto
respecto al neurotransmisor que contienen como desde el punto de vista morfol6gico, que
se evidencia en toda su extension rostrocaudal. A pesar de ello, ya desde principios de
los afios 80 se ha considerado que el PB es una region fundamentalmente colinérgica
(Fibiger, 1982; Mesulam, 2004; Semba y
Fibiger, 1989; Woolf, 1991).

Figura 1.2.1.:
Estructuralmente, las neuronas Neurona

colinérgica del
colinérgicas se caracterizan por ser area del NBM

(escala: 50 um).
Adaptado de
Zaborszky y
Duque, 2003.

neuronas de gran tamafio (18-43 um),

con largos axones y extensos arboles

dendriticos, multipolares y con somas

16



Antecedentes experimentales

habitualmente ovalados o fusiformes (Butcher, 1995; Détari y col., 1999; Semba, 2000)
[ver figura 1.2.1.].

Las células colinérgicas forman una constelacién neuronal a lo largo de todos los
nacleos del PB (Butcher, 1995; Semba, 2000; Wenk, 1997) configurando el denominado

complejo nuclear colinérgico basal (Butcher, 1995) [ver figura 1.2.2.].

Figura 1.2.2.: Representacion esquematica de la distribucion de las neuronas colinérgicas de los diferentes
nucleos del PB a lo largo de diversas secciones coronales del cerebro de rata. Las secciones corresponden a
las coordenadas 0.70 mm anterior a Bregma (A) y 0.3 mm (B), 1.30 mm (C) y 2.30 mm (D) posterior a
Bregma, segun el atlas estereotéxico de Paxinos y Watson (1997). [BDBh: rama horizontal de la banda
diagonal de Broca; BDBv: rama vertical de la banda diagonal de Broca; ci: capsula interna; CPu: nlcleos
caudado y putamen; GP: globo palido; GPv: globo palido ventral; NBM: nucleo basal magnocelular; NPOM:
nucleo predptico magnocelular; Sl: sustancia innominata; SM: septum medial]. Adaptado de Butcher, 1995.

Las neuronas colinérgicas del PB presentan unas caracteristicas propias que las
hacen diferentes de las células colinérgicas de otras regiones cerebrales. Por ejemplo, se
ha observado que un elevado porcentaje de estas neuronas expresan receptores para el
factor de crecimiento nervioso p75 (Batchelor y col., 1989), a excepcion de las del NBM
que proyectan a la ABL (Heckers y col., 1994). Esta caracteristica es de especial
relevancia desde el punto de vista experimental ya que permite el uso de la inmunotoxina
1921gG saporina’ para lesionar selectivamente las neuronas colinérgicas del PB (Détéari y

col., 1999; McGaughy y col., 2000; Wiley y col., 1995). Otra peculiaridad a destacar es la

1 La 192 inmunoglobulina G saporina es un compuesto constituido por una molécula de saporina, toxina que inactiva los
ribosomas, combinada con un anticuerpo monoclonal (192 IgG) para el receptor de baja afinidad del factor de crecimiento
nervioso (p75). Existe un alto grado de correspondencia entre el fenotipo colinérgico y la expresion de este tipo de receptor
en el PB (Heckers y col., 1994).
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colocalizacion de determinadas sustancias en algunas subpoblaciones de neuronas
colinérgicas del PB. Un ejemplo de ello es la galanina (O’Meara y col., 2000; Planas y
col., 1997) o el oxido nitrico sintasa (Kitchener y Diamond, 1993; Peng y col., 1994; Tong
y Hamel, 2000), que coexisten con la ACh en células fundamentalmente localizadas en el
SMy la BDBuv.

En el PB las neuronas colinérgicas se encuentran entremezcladas con otras
poblaciones neuronales, de entre las cuales la mas destacada es la constituida por
neuronas GABAérgicas (Sarter y Bruno, 2002; Semba, 2000). Morfolégicamente, estas
células son de menor tamafio que las colinérgicas (<15um) pudiendo desempefiar
muchas de ellas funciones de interneuronas (Détéri y col., 1999; Semba, 2000). No
obstante, son varios los estudios que han mostrado la existencia de una importante
subpoblacién de estas células que presentan un tamafio mayor y que, ademas, son
neuronas de proyeccion cortical (Fisher y col., 1988; Gritti y col., 1993; Walter y col.,
1989). A pesar de que anatdmicamente las neuronas colinérgicas y GABAérgicas se
hallan solapadas, la distribucién de éstas a lo largo de las diferentes estructuras del PB
no es homogénea (Détéri y col., 1999). Concretamente, se ha observado que en el area
correspondiente al NBM y a la Sl la proporcion entre células colinérgicas y GABAérgicas

es de 9:1, mientras que en el ASM es de 1:1 (Givens y Sarter, 1997).

Junto con las poblaciones neuronales previamente mencionadas, el PB también
contiene neuronas glutamatérgicas (Fremeau y col., 2001; Henny y col., 2002; Hur y
col.,, 2002; Manns y col., 2001) y neuropeptidérgicas, incluyendo estas ultimas
neurotransmisores como la somatostatina, el neuropéptido Y, la encefalina, la sustancia P
o la galanina (Détéri y col., 1999; Jones y Muhlethaler, 1999; Mesulam, 1995c; Mufson y
col., 2000; Reiner y Fibiger, 1995; Semba, 2000). Esta ultima destaca por ser el péptido
mas abundante en el PB y por su efecto modulador sobre la transmision colinérgica (De

Lacalle y col., 1997; Henderson y Morris, 1997; Steiner y col., 2001).

Ademas de los diferentes neurotransmisores presentes en las diversas estructuras
del PB, la heterogeneidad neuroquimica también se hace evidente por la presencia de
sustancias quimicas que suelen hallarse colocalizadas con determinados
neurotransmisores. Tal es el caso de las proteinas de uniéon al calcio, como la
parvalbumina, la calbindina D-28k o la calretinina, las cuales se encuentran colocalizadas
principalmente en subpoblaciones de neuronas GABAérgicas y colinérgicas (Brauer y
col., 1991; Geulay col., 1993; Gritti y col., 1999; Kiss y col., 1990; Smith y col., 1994). No
obstante, es importante destacar que un estudio muy reciente ha sefalado la presencia

de calbindina D28-k y calretinina también en neuronas aparentemente glutamatérgicas
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(Gritti y col., 2003). Por otro lado, también se ha demostrado la presencia de diversas
neurotrofinas, como el factor de crecimiento nervioso, el factor neurotréfico derivado del
cerebro o la neurotrofina-3, las cuales actian como factores troficos para diferentes
neuronas colinérgicas del PB, principalmente para las de proyeccién hipocampal y

neocortical (Ernfors y col., 1990; Kawamoto y col., 1999).

1.3. AFERENCIAS

A diferencia del gran interés suscitado por las proyecciones eferentes del PB [ver
apartado 1.4.] debido, en gran parte, a sus importantes efectos sobre la corteza, la
atencion despertada por el estudio de sus aferencias ha sido significativamente menor.
No obstante, la identificacion del origen de los inputs de informacion que reciben las
diferentes estructuras del PB es una cuestiébn de gran relevancia dado que pueden
ejercer una influencia notable sobre la actividad de las proyecciones corticales y
subcorticales del PB y, por ende, sobre las consecuencias a nivel conductual y/o

cognitivo (Gaykema y col., 1991; Sarter y Bruno, 2000; Zaborszky y col., 1999).

El PB recibe aferencias de una gran variedad de estructuras troncoencefalicas,
diencefalicas y limbicas, asi como también de la propia neocorteza, aferencias en las que
intervienen una heterogénea variedad de sistemas de neurotransmision (Semba vy
Fibiger, 1989; Zaborszky y col., 1991, 1999). En general, las aferencias procedentes de
estructuras troncoencefalicas proyectan directamente a todos los niveles rostrocaudales
del PB, mientras que las procedentes del diencéfalo y de estructuras telencefalicas

tienden a mostrar una mayor selectividad (Détari y col., 1999).

Del tronco del encéfalo el PB recibe inputs glutamatérgicos y colinérgicos de los
nacleos laterodorsal (LTD) y pedunculopédntico tegmental (PPT) del mesencéfalo;
glutamatérgicos de la formacion reticular pontina; glutamatérgicos y serotoninérgicos de
los ndcleos del rafe dorsal (RD) y medial; colinérgicos del tegmentum, regién de la que el
PB también recibe aferencias de fibras que contienen el neuropéptido neurotensina;
noradrenérgicos del locus coeruleus (LC) y dopaminérgicos del area tegmental ventral y
de la sustancia negra pars compacta (Consolo y col., 1990; Détari y col., 1999; Gaykema
y Zaborszky, 1996; Givens y Sarter, 1997; Jones y Cuello, 1989; Lavoie y Parent, 1994;
Morin y Beaudet, 1998; Rasmusson y col., 1994; Semba y col., 1988). Respecto al NBM
en concreto son de destacar las aferencias noradrenérgicas provenientes del LC (Jones y

Cuello, 1989; Losier y Semba, 1993), las colinérgicas y glutamatérgicas procedentes del
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LTD y del PPT (Jones y Cuello, 1989; Woolf y Butcher, 1986) y las glutamatérgicas del
RD (Carnes y col., 1990).

Por otro lado, el PB también recibe aferencias de diversas estructuras
prosencefdlicas. El NBM recibe inputs de la corteza limbica, de los nlcleos caudado y
putamen, del NAc, de los nulcleos intralaminares del talamo, de la ABL y amigdala
central, del hipotdlamo, de los nudcleos subtaldmicos y de diversas regiones de la
neocorteza como la corteza orbitofrontal, la entorrinal o la temporal medial (Carnes y col.,
1990; Détari y col.,, 1999; Gaykema y col., 1991; Givens y Sarter, 1997; Mesulam y
Mufson, 1984; Sarter y Bruno, 2000; Semba, 2000; Zaborsky y col., 1997).

Los sistemas de neurotransmision implicados en las aferencias al NBM, tanto del
tronco del encéfalo como de estructuras prosencefalicas, son considerablemente
heterogéneos. Por ejemplo, encontramos inputs fundamentalmente GABAérgicos,
aunque también dopaminérgicos y neuropeptidérgicos (sustancia P), procedentes del
NAc (Détari y col., 1999; Gritti y col., 1993; Napier y col., 1995; Zaborszky y Cullinan,
1992) y aferencias glutamatérgicas principalmente de origen cortical y amigdalino
(Carnes y col., 1990; Gaykema y col., 1990; Zaborszky y col., 1997), aunque también del
PPT y del RD (Carnes y col., 1990). Asimismo, se han podido identificar humerosos
botones terminales de neuronas peptidérgicas que contienen neurotransmisores como la
sustancia P, las encefalinas, la neurotensina y la galanina, parte de las cuales parecen
proceder del hipotadlamo (Détari y col., 1999; Givens y Sarter, 1997; Morin y Beaudet,
1998; Zaborszky y col., 1997). De esta ultima estructura forman parte los nucleos
tuberomamilares desde los que el NBM recibe importantes aferencias histaminérgicas
(Bacciottini y col., 2001; Brown y col., 2001; Cecchi y col., 2001; Chen y Shen, 2002), y
los ndcleos perifornicales que envian proyecciones en las que el neuropéptido principal

son las orexinas (Nambu y col., 1999; Peyron y col., 1998).

A nivel postsinaptico, las neuronas colinérgicas del NBM establecen sinapsis con
aferencias procedentes principalmente de la amigdala, del estriado dorsal y ventral, del
hipotalamo, del LC, del NAc (Givens y Sarter, 1997; Henderson, 1997; Zaborszky vy
Cullinan, 1996; Zaborszky y col., 1984), de los ndcleos tuberomamilares del hipotalamo
(Bacciottini y col., 2001; Cecchi y col., 2001; Chen y Shen, 2002), del RD (Gasbarri y col.,
1999), del PPT (Rasmusson y col., 1994) y de regiones de la neocorteza (Sarter y Bruno,
2000; Givens y Sarter, 1997; Zaborszky y col., 1997), mientras que las neuronas
GABAérgicas reciben inputs originados en la corteza prefrontal (Gritti y col., 1997; Jones
y Muhlethaler, 1999; Zaborszky y col., 1997) y en el PPT (Carnes y col., 1990).
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Las regiones mas mediales del PB, es decir, la BDBh y el NPOM, reciben
importantes aferencias también del NAc, del GPv y del septum (Détari y col., 1999;
Zaborszky y col., 1991). Mas caudalmente, el ASM recibe sus principales aferencias
desde el prosencéfalo de forma indirecta a través de las conexiones con el nacleo septal
lateral (Givens y Sarter, 1997; Martin, 1998), el cual recibe inputs monoaminérgicos del
LC, del area tegmental ventral y de ndcleos del rafe (Gall y Moore, 1984; Jakab y Leranth,
1990) y aferencias glutamatérgicas de la formacién hipocampal (Van der Zee y Luiten,
1994). A nivel postsinaptico, el septum lateral envia proyecciones GABAérgicas a
neuronas tanto colinérgicas como GABAérgicas del ASM (Givens y Sarter, 1997). La
principal aferencia directa que recibe el ASM es de tipo histaminérgico y procede de los
nacleos tuberomamilares del hipotalamo, estableciendo sinapsis con neuronas
colinérgicas del ASM (Bacciottini y col., 2001; Cecchi y col., 2001; Chen y Shen, 2002).

1.4. EFERENCIAS

El PB proyecta a numerosas estructuras encefalicas, proyecciones en las que
ademas participan diversos sistemas de neurotransmision. A pesar de ello, los diferentes
estudios anatomicos y farmacolégicos sobre el PB han dedicado una atencion
considerable al estudio de las eferencias colinérgicas, no solo por la gran densidad de
proyecciones de este tipo sino también por su notable contribucion en aspectos como la
modulacion de la actividad cortical (Metherate y col., 1992; Duque y col., 2000; Manns y
col., 2000b; Rasmusson, 2000; Ramusson y col., 1992) o en procesos cognitivos como la
atencion, el aprendizaje y la memoria (Everitt y Robbins, 1997; Givens y Sarter, 1997,
McGaughy y col., 2000; Mesulam, 2004; Power y col., 2003; Sarter y col., 2003; Wenk,
1997).

Las proyecciones colinérgicas del PB se caracterizan por ser difusas, es decir,
por presentar un patron axonal especialmente disperso y extendido (Bear y col., 1998;
Butcher, 1995). Ademads, estas eferencias muestran una organizacion topogréfica
concreta, lo cual ha permitido distinguir cuatro vias principales. De las neuronas
colinérgicas localizadas en regiones mas rostrales del PB, es decir, SM y BDBv, emerge
el haz basalhipocampal. De estructuras mas mediales surge la via basalolfatoria, que se
origina principalmente en la BDBh e inerva el bulbo olfatorio y nucleos asociados y la via
cortical medial, que proviene de neuronas colinérgicas de la BDBh y BDBv, del NPOM y
de la Sl y proyecta a regiones corticales mediales, destacando la corteza frontal medial,

la corteza cingulada, la retrosplenial y la occipital medial. Mas caudalmente, es decir, del
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NBM y de la SI, surgen el haz basal-cortical lateral y el basal-amigdalar, que inervan la
alocorteza e isocorteza lateral y la amigdala, respectivamente (Bear y col., 1998; Butcher,
1995; Détéri y col., 1999; Martin, 1998; Semba, 2000; Szymusiak, 1995; Zaborszky y col.,
1999) [ver figura 1.4.1.]. No obstante, hay que tener en cuenta que en parte de las vias
indicadas, por ejemplo, en las eferencias al hipocampo (Melander y col., 1985), al bulbo
olfatorio (Senut y col., 1989; Zaborszky y col., 1986) o a la neocorteza (Gritti y col., 1997,
Zaborszky y col., 1999), no sélo existe el componente colinérgico sino que también

intervienen otros sistemas de neurotransmision como el GABAérgico o el péptidérgico.

Figura 1.4.1.: Sistema colinérgico central de la rata. [Amig: amigdala; BDBh: rama horizontal de la banda
diagonal de Broca; BDBv: rama vertical de la banda diagonal de Broca; CCing: corteza cingulada; CPf:
corteza prefrontal; CVis: corteza visual; Ent: corteza entorrinal; HL: hipotadlamo lateral; IP: nucleo
interpeduncular; LC: locus coeruleus; LobPar: I6bulo parietal; LobTemp: I6bulo temporal; LTD: nuacleo
laterodorsal mesencefalico; NBM: nucleo basal magnocelular; PPT: nucleo pedunculopdntico tegmental
mesencefalico; RD: rafe dorsal; SM: septum medial; SN: sustancia negra]. Adaptado de Kalat, 2001.

De entre las diferentes estructuras cerebrales que son inervadas por el PB y, en
concreto, por el NBM, destaca la neocorteza. De hecho, este tipo de proyecciones son
las m&s comuinmente estudiadas y mejor caracterizadas, aspecto no sorprendente si
consideramos que el NBM es la mayor fuente de ACh de la corteza cerebral (Détari y col.,
1999; Gaykema y col., 1991; Ghashghaeie y Barbas, 2001; Mesulam, 2004; Mesulam y
col., 1983; Szymusiak, 1995; Zaborszky y col., 1999). A nivel cortical, las terminales de
las neuronas colinérgicas forman amplias arborizaciones a lo largo de todas las capas
corticales (Woolf, 1991) estableciendo sinapsis con células piramidales y con
interneuronas excitadoras e inhibitorias (Semba, 2000). Concretamente, el input
predominante de las interneuronas GABAérgicas corticales proviene de neuronas
colinérgicas (Beaulieu y Somogyi, 1991; Douglas y Martin, 1998). Sin embargo,
investigaciones recientes han confirmado la presencia de un componente GABAérgico
muy importante en las proyecciones a la neocorteza (Fisher y col., 1988; Gritti y col.,
1997; Sarter y Bruno, 2002; Semba, 2000; Szymusiak, 1995; Zaborszky y col., 1999),

incluso en un porcentaje similar al de las eferencias colinérgicas (Fort y col., 1998). En
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este sentido, se ha podido comprobar que estas neuronas GABAérgicas del NBM
establecen sinapsis principalmente con interneuronas GABAérgicas de la neocorteza
(Freund y Meskenaite, 1992; Gritti y col., 1997, 2003; Jiménez-Capdeville y col., 1997).
Desde el punto de vista funcional, este dato es de especial relevancia ya que sugiere que
en las proyecciones corticales del PB las neuronas colinérgicas y las GABAérgicas
trabajan de forma sinérgica para aumentar la excitabilidad global y la sensibilidad
selectiva de las neuronas corticales. En el caso de las colinérgicas, el efecto excitador
seria generado directamente por la interaccion de la ACh con receptores postsinapticos
fundamentalmente muscarinicos y, en el caso de las GABAérgicas, por inhibir la
inhibicion ejercida por las interneuronas sobre las células corticales (Détari y col., 1999;
Givens y Sarter, 1997; Gritti y col., 1997; Martin, 1998; Rasmusson, 2000; Semba, 2000;
Verdier y Dykes, 2001). Por otro lado, son numerosos los trabajos que han puesto de
manifiesto que alrededor de una tercera parte del total de neuronas del PB de proyeccién
cortical presentan también otros neurotransmisores como por ejemplo péptidos, siendo la
galanina el mas abundante (Senut y col., 1989), y glutamato (Hur y col., 2002; Jones y
Mihlethaler, 1999; Manns y col., 2001, 2003; Poulin y Semba, 2002; Zaborszky y Duque,
2003), lo que sugiere que estos sistemas también podrian contribuir en la modulacion de
la actividad cortical (Gritti y col., 1997, 2003).

Por otro lado, es importante destacar que las neuronas del PB no solamente
pueden regular la actividad de neuronas corticales a través de sus proyecciones directas
hacia la neocorteza sino que también lo hacen indirectamente a través de determinados
nacleos del talamo (Jones, 2003) como, por ejemplo, el nucleo reticular, el cual forma
parte del sistema modulador tdlamo-cortical implicado también en la regulacién de la
excitabilidad de las neuronas corticales (Guillery y col., 1998; Heimer y col., 1997; Kolmac
y Mitrofanis, 1999; Steriade, 2004; Steriade y col., 1997; Weese y col., 1999). En este
caso, practicamente todas las regiones del PB inervan este nucleo a través de
proyecciones fundamentalmente colinérgicas aunque también GABAérgicas (Asanuma,
1997; Bickford y col., 1994; Kolmac y Mitrofanis, 1999; Levey y col., 1987; Semba, 2000;
Steriade y col.,, 1987). Ademas, la via cortical y la taldamica no son del todo
independientes, ya que existen neuronas del PB que proyectan tanto al nucleo reticular
talamico como a la neocorteza (Jourdain y col., 1989; Steriade, 2004). Junto a esta
proyeccion, existe también una inervacion basicamente GABAérgica del nucleo
mediodorsal del tAlamo procedente del GPv y, en menor medida, de la BDBh y de la Sl
(Semba, 2000; Steriade y col., 1987), de los nucleos anterior y ventromedial del talamo
(Parent y col., 1988; Tomimoto y col., 1987), de nucleos talamicos de la linea media,

ndcleos intralaminares (como el PF o el centrolateral) y zona incierta (Kolmac vy
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Mitrofanis, 1999). Ademas de las vias previamente citadas, a través de las cuales el PB
modula la actividad cortical, también existen las proyecciones al hipotalamo,
fundamentalmente a la region del hipotdlamo posterior (Steininger y col.,, 1999;
Szymusiak y col., 1989) y al area hipotalamica predptica anterior (Bina y col., 1993;
Aamandas y col., 1989), en las que el componente GABAEérgico es el predominante (Gritti
y col., 1994; Semba, 2000).

Otra de las principales regiones diana de las proyecciones procedentes
especificamente del NBM es la ABL (Carlsen y col., 1985; Mesulam, 1995a; Nagai y col.,
1984; Woolf y Butcher, 1982). Este tipo de eferencias son principalmente colinérgicas y, a
nivel postsinaptico, la mayoria de los botones terminales de estas neuronas establecen
contactos sinapticos con neuronas GABAérgicas de la ABL. Estos datos sugieren que,
por medio de estas sinapsis, el NBM puede modular indirectamente la actividad de
neuronas del ndcleo amigdaloide central, principal via de salida de informacion del

complejo amigdaloide (Semba, 2000).

Llegados a este punto, observamos que la ACh y el GABA estan presentes en la
mayoria de conexiones eferentes que el PB establece con otras regiones cerebrales tanto
corticales como subcorticales. Sin embargo, en el caso de las proyecciones
descendentes a diversas estructuras del tronco del encéfalo como el area tegmental
ventral, el nucleo del tracto solitario, el RD, el LC, el PPT o regiones parabraquiales,
intervienen fundamentalmente sistemas de transmision no colinérgicos (Détari y col.,
1999; Givens y Sarter, 1997; Semba, 2000), a excepciéon de las eferencias al nucleo
interpeduncular que son principalmente colinérgicas (Albanese y col., 1985; Woolf y
Butcher, 1985). De entre las diferentes estructuras troncoencefalicas citadas, la region del
NBM y de la Sl envia proyecciones principalmente al PPT (Cornwall y col., 1990; Semba
y Fibiger, 1992; Steininger y col., 1992) y al LC (Carnes y col., 1990), a través de las

cuales influye en funciones relacionadas con los ciclos de suefio y vigilia.

El siguiente esquema resume las principales conexiones aferentes y eferentes del
NBM descritas a lo largo del presente apartado, asi como también los principales

sistemas de neurotransmisién implicados en éstas. [ACh: acetilcolina; Glu: glutamato].
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CORTEZA CEREBRAL
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Glu

"% > Pedunculopéntico tegmental
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Tomando globalmente los datos procedentes de las diferentes investigaciones,
parece claro que el PB es tanto el origen como la diana de mdltiples vias ascendentes y
descendentes, neuroquimicamente muy heterogéneas. Como se ha comentado
previamente, la mayor parte de los trabajos se han centrado en el estudio de las vias
eferentes del PB y de los neurotransmisores implicados en ellas. En este sentido,
numerosos autores coinciden en sefialar que pueden distinguirse diferentes sistemas de
proyeccion, cada uno de ellos con unas caracteristicas neuroanatomicas y neuroquimicas
propias, lo que hace pensar en la existencia de sistemas funcionales diferentes (Semba,
2000). Asi, si nos centramos concretamente en el NBM hariamos referencia a dos
sistemas principales: por un lado, el formado por las conexiones con la neocorteza y
nucleos talamicos estaria relacionado con la regulacion del arousal cerebral y la
mediacion de la eficacia del procesamiento de informacion a nivel cortical (Golmayo y

col., 2003; Semba, 2000). Por otro lado, el constituido por las proyecciones a la ABL,
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siendo en este caso un sistema relacionado con la consolidacion de la memoria
fundamentalmente de informacion con componentes emocionales y motivacionales
(McGaugh y col., 2002; Power y McGaugh, 2002b). Ademas, es importante destacar que
el NBM también recibe aferencias de estas mismas estructuras, lo que sugiere la
existencia de circuitos neurales criticos implicados en determinadas funciones cognitivas
en las que el NBM desempefaria un papel central y decisivo como se comentara mas

detenidamente en los sucesivos apartados de la presente tesis doctoral.
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2. RELACIONES FUNCIONALES DEL NUCLEO BASAL
MAGNOCELULAR

El hecho de que el NBM degenere en los enfermos de Alzheimer ha sido una de
las razones que ha motivado a numerosos investigadores a evaluar la implicacion de esta
estructura en diferentes procesos cognitivos y en los mecanismos neurales subyacentes
a éstos (Dringenberg, 2000; Weinberger, 2003; Wenk, 1997). En general, el NBM ha sido
ampliamente relacionado con funciones como la regulacion de la actividad cortical (Détari
y col., 1999), la atencion (Sarter y col., 2001), el aprendizaje y la memoria (Baxter y
Chiba, 1999; Givens y Sarter, 1997) o la induccién de procesos de plasticidad sinaptica
(Kilgard y Merzenich, 1998; Weinberger, 2003), procesos en los que el sistema
colinérgico desempena un papel esencial (McGaughy y col., 2000; Miranda y col., 2003;
Power y col., 2003; Sarter y col., 2003).

En los siguientes apartados se expondran las diferentes evidencias
experimentales que, mediante aproximaciones metodologicas de diversa indole, han
demostrado la implicacién funcional del sistema colinérgico del NBM, asi como también

de otros sistemas de neurotransmision, en los procesos previamente indicados.

2.1. REGULACION DEL AROUSAL CORTICAL

El término arousal cortical puede ser definido como un estado de activaciéon
general que conduce a una disposiciéon neural 6ptima para facilitar la transmision
sinaptica y la rapidez de respuesta tanto en periodos de vigilia como de suefio paraddjico
(Steriade, 2000). La regulacion de la actividad de las neuronas de la corteza tiene lugar
gracias a diferentes sistemas neuromoduladores entre los que destaca el sistema
colinérgico del PB, del que forma parte el NBM (Jones, 2003; Sarter y Bruno, 2000;
Steriade, 2004; Zaborszky y Duque, 2003). No obstante, a pesar de que la ACh parece
ser el principal neurotransmisor implicado, hay que tener en cuenta que el NBM es una
estructura bioquimicamente heterogénea, lo que ha llevado a muchos investigadores a
estudiar la posible participacién de sistemas de neurotransmisién no colinérgicos en la
modulacion de la actividad cortical (Duque y col., 2000; Gritti y col., 2003; Manns y col.,
2000a, b).

En los siguientes apartados se comentaran los principales datos procedentes de

investigaciones recientes que ponen de manifiesto el papel central que ocupa el NBM en
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la regulacion del arousal cortical, haciendo especial hincapié en la relacion entre la

activacion de la corteza y los procesos de plasticidad neural, facilitacion del
procesamiento de la informacién, asi como también en procesos cognitivos como la
atencion y la formacién de la memoria, aspectos funcionales a los que se dedicara una

mayor atencion en sucesivos apartados.
2.1.1. Principales sistemas de modulacion del arousal cortical

En el sistema nervioso central existen diversos sistemas de arousal con unas
caracteristicas propias que los diferencian entre si desde un punto de vista anatémico,
bioquimico y funcional (Jones, 2003; Marrocco y col., 1994; Robbins, 1997). En la
siguiente tabla se muestran sintéticamente las caracteristicas basicas de los principales
sistemas de arousal cortical. Es importante destacar que el NBM parece mediar los

procesos de regulacién cortical a través de diversos sistemas de neurotransmision.
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Formacion
reticular

Hipotalamo, PB,
Talamo

Glutamato (GABA)

- Induccion y mantenimiento
arousal cortical y actividad
sensoriomotriz

- Regulacion ciclo suefio/vigilia

Locus coeruleus

TRONCO DEL
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- Atencion, memoria
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ENCEFALO
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PPT memoria
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Tabla 2.1.1.: Principales sistemas de regulacion del arousal cortical. [ABL: amigdala basolateral; GB:
ganglios basales; EEG: electroencefalograma; LC: locus coeruleus; LTD: nucleo laterodorsal mesencefalico;
ME: meédula espinal; NBM: nucleo basal magnocelular; PB: prosencéfalo basal; PPT: nucleo
pedunculopodntico tegmental; SN: sustancia negra; TE: tronco del encéfalo]. (Bayer y col., 2002; Cahill y col.,
2000; Carlson, 2003; Détari , 2000; Everitt y Robbins, 1997; Haas y Panula, 2003; Henny y col., 2002; Jones,
2003; Manns y col., 2000, 2001; McCormick y Bal, 1997; Robbins, 1997; Satorra-Marin y col., 2001; Sara y
col., 1999; Schultz, 2000; Wenk, 1997; Zaborszky y Duque, 2003).

2.1.2. Convergencia de sistemas de modulacion en el NBM

Diversos investigadores han sugerido que cada uno de los sistemas de arousal
presentados en la tabla 2.1.1. podrian estar desempenando funciones especificas en la
activacion cortical y en el procesamiento de la informacién (Jones, 2003; Robbins, 1997;
Steriade, 2000). Por otro lado, y de manera complementaria, también se ha propuesto
que podrian trabajar conjuntamente para mediar la eficacia de las funciones
mencionadas, siendo el sistema colinérgico basal-cortical el punto de convergencia
basico de diferentes sistemas neuromoduladores mediante el cual se facilitarian los

procesos de arousal (Dringenberg y Vanderwolf, 1998; Sarter y Bruno, 2000).

Uno de los procedimientos experimentales mas ampliamente utilizado para el
estudio de la influencia de los inputs del NBM sobre el arousal cortical consiste en la EIC
de aquellos nucleos cerebrales que proyectan a dicha estructura y el registro de las
respuestas neuronales del NBM y/o de la corteza. Asi, se ha podido comprobar que las
aferencias glutamatérgicas originadas en el PPT ventral y en el RD (Détari, 2000; Détari y
col., 1997a, b; Dringenberg y Olmstead, 2003; Rasmusson y col., 1994, 1996; Steriade y
col., 1993; Zaborszky y Duque, 2003) o las noradrenérgicas procedentes del LC (Berridge
y col., 1996; Berridge y Foote, 1996; Cape y Jones, 1998) generan un aumento en la tasa

de respuesta de las neuronas colinérgicas del NBM que provocan, en consecuencia,
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tanto un incremento en la liberacion de ACh como una activacion del EEG cortical. La
importancia de los efectos que las vias neurales procedentes del tronco del encéfalo
ejercen sobre el sistema colinérgico basal-cortical ha llevado incluso a considerar el NBM
como una extension rostral del sistema reticular activador ascendente (Mesulam, 1995a;
Sarter y Bruno, 2000), critico en el arousal cortical y en los mecanismos relacionados con

el aprendizaje y la memoria (Détari y col., 1999; Mesulam, 1995c).

En el prosencéfalo también existen aferencias notablemente destacadas, como
por ejemplo las originadas en la amigdala, cuya estimulacion provoca desincronizacion
del EEG cortical mediada por neuronas del NBM (Dringenberg y Vanderwolf, 1996; Kapp
y col., 1994). Del hipotdlamo destaca la influencia que los nucleos tuberomamilares
(Dringenberg y Kuo, 2003) y perifornicales (Eggerman y col., 2001; Kiyaschenko y col.,
2002; Nambu y col., 1999; Peyron y col., 1998) desempefian sobre la excitabilidad de las
neuronas colinérgicas basales y sobre la activacion electroencefalografica de la corteza.
Por el contrario, se ha observado que la estimulacion del NAc genera una disminucién en
la tasa de disparo de células colinérgicas del NBM ya que, en este caso, las aferencias
parecen ser principalmente de tipo GABAérgico (Mogenson y col., 1983; Sarter y Bruno,
2000).

Los estudios de tipo farmacoldgico proporcionan datos complementarios a los
expuestos previamente en tanto que sugieren que el sistema colinérgico del NBM podria
representar un sustrato neural comun sobre el que confluyen los efectos de multiples
sistemas de neurotransmision relacionados con la modulacién del arousal cortical (Cape
y col., 2000; Darnaudery y col., 1999; Eggerman y col., 2001; Strecker y col., 2000). Asi,
se ha observado que la administracion de glutamato (Fadel y col., 2001), de agonistas
glutamatérgicos como AMPA o NMDA (Fournier y col., 2004), de histamina (Dringenberg
y Kuo, 2003), de noradrenalina (Berridge y col., 1996; Cape y Jones, 1998), de adrenalina
(Cape y Jones, 1998) o de neurotensina (Cape y col., 2000), provoca aumentos

significativos de ACh cortical y activacion electroencefalografica.

En resumen, las evidencias experimentales expuestas hasta el momento ponen
de manifiesto la complejidad de los mecanismos de modulacién del arousal cortical por
parte del NBM, en los que no sélo intervienen diferentes estructuras sino también
multiples sistemas de neurotransmision. En este sentido, Détari y col. (1999) sugieren
que es probable que estos inputs estén organizados temporalmente de manera que
algunos de ellos, en especial las aferencias troncoencefalicas, sean ténicas, mientras que
las prosencefalicas, sean basicamente fasicas. La posible interaccion entre los inputs

ténicos y fasicos podria ser un elemento clave para la comprensién del patron de
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actividad de las neuronas del NBM vy, en consecuencia, de la regulacién del arousal

cortical.

2.1.3. Proyecciones corticales del NBM y regulacién de los estados de suefio

y vigilia

Las lineas de investigacion que confirman la contribucion de las eferencias
corticales del NBM en la modulacién del arousal son diversas. Entre ellas destacan los
estudios que han establecido correlaciones entre la actividad neuronal del NBM y la
activacion del EEG de la corteza cerebral (Berntson y col., 2002; Détari, 2000; Détari y
col., 1999; Everitt y Robbins, 1997; Manns y col., 2000a, b; Mesulam, 1995b, c; Reiner y
Fibiger, 1995; Szymusiak, 1995; Szymusiak y col., 2000; Wenk, 1997). Estos
experimentos, realizados tanto con animales anestesiados (Détari y col., 1997a; Détari y
Vanderwolf, 1987; Dringenberg y Vanderwolf, 1997; Nufiez, 1996) como en estado de
vigilia (Buzsaki y col., 1988), muestran la presencia de un incremento significativo en la
actividad de neuronas del NBM que precede de forma contingente a los periodos de
desincronizacién del EEG cortical (Buzsakiy col., 1988; Détari y col., 1999; Duque y col.,
2000; Jiménez-Capdeville y col., 1997; Metherate y col., 1992; Manns y col., 2000a, b;
Nufez, 1996) [ver figura 2.1.1.].

BT
A, Desincronizacian i

WU

B. Sincronizacidn

Figura 2.1.1.: Las modificaciones en la actividad eléctrica cerebral, registradas por cambios en el patrén del
EEG cortical, correlacionan con diferentes niveles de vigilancia y de sensibilidad neuronal (Cruikshank y
Weinberger, 1996; Détéri y col., 1999). (A) La desincronizacion del EEG, presente durante la vigilia y el suefio
paraddjico, se caracteriza por ondas de alta frecuencia y de baja amplitud. (B) Por el contrario, la disminucion
de la activacion cortical se traduce en un descenso gradual en la frecuencia y en un aumento de la amplitud,
lo que se denomina sincronizacién del EEG cortical. Adaptado de Cruikshank y Weinberger, 2001.

En relacion con esta linea de investigacion, diversos estudios electrofisiolégicos
han demostrado que junto a las células del NBM que presentan una tasa de disparo mas
elevada en presencia de una actividad rapida y desincronizada del EEG cortical (células
F), existe un cierto porcentaje de neuronas caracterizadas por presentar la mayor
activacion durante estados de sincronia (células S) (Détari, 2000; Détari y col., 1999; Lee
y col., 2002; Nunez, 1996). El hecho de que en el NBM existan células que se activen en

momentos de mayor o menor activacion cortical es de especial relevancia, ya que sugiere
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que esta estructura ejerce un control activo sobre la regulacion de la actividad de la
corteza (Détari y col., 1997a, b, 1999).

En los ultimos afos, la lesion y la EIC del NBM también han constituido
importantes fuentes de informacion acerca del papel de esta estructura en la modulacion
de la actividad cortical. Por un lado, se ha observado que la administracion de diversas
neurotoxinas provoca una disminucion significativa de la activacion cortical tanto durante
la vigilia (Buzsaki y col., 1988; Ray y Jackson, 1991, Riekkinen y col., 1990a; Stewart y
col., 1984) como durante el suefio paradéjico (Benington y col., 1994), mientras que, por
otro lado, la estimulacién del NBM genera desincronizaciéon del EEG cortical (Bakin y
Weinberger, 1996; Bjordahl y col., 1998; Edeline y col., 1994a; Golmayo y col., 2003;
McLin lll y col., 2002a, b, 2003; Metherate y Ashe, 1991; Metherate y col., 1992) [ver
figura 2.1.2.].
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i
A, Linid Bada

L
] . e Figura 2.1.2..: Ejemplo de
me desincronizacién del EEG en la
i | ol | s L corteza auditiva primaria durante
. Inicio de |a estirsiacion del NEM el tratamiento de EIC del NBM. La
I MEEEREEEEEFEE desincronizacién se hace evidente

WWWW en el momento de la aplicacion del
] L6 Y tratamiento (B) con un aumento
claro de la frecuencia y una

ok R S i disminucién de la amplitud de las

LELEREREN LA E LR, ondas electroencefalograficas.

! Este patron de actividad se

P ik’ chi sy mantiene durante el tiempo que
IREREEEEEEEEE. dura la EIC (C), volviendo al

estado basal minutos después de
finalizar el tratamiento (D, E).
Adaptado de Cruikshank vy

E. Poss-tratamisnts - 7 minsins
™ 1 Weinberger, 2001.

2.1.4. Papel de la acetilcolina en la modulacion del arousal cortical

La contribucion del NBM en la modulacién del arousal se realiza
fundamentalmente a través de sus proyecciones colinérgicas directas a practicamente la
totalidad de la corteza cerebral (Berntson y col., 2002; Mesulam y col., 1983; Schafer y
col., 1998; Woolf, 1991) sobre la que la ACh ejerce, generalmente, una influencia
excitadora (Cape y col., 2000; Détari, 2000; Détari y col., 1999; Duque y col., 2000;
Linster y Hasselmo, 2001; Manns y col., 2000a; McCormick y Bal, 1997; Reiner y Fibiger,

1995) [ver figura 2.1.3.]. Ademas, el NBM también parece desempefiar su funcion
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neuromoduladora de forma indirecta a través de las conexiones colinérgicas que
establece con el sistema talamo-cortical (Détari y col., 1999; Jones, 2003; McCormick y
Bal, 1997; Semba, 2000; Steriade, 2004).

Figura 2.1.3.: Origen vy distribucion de las vias que constituyen el sistema colinérgico del arousal central.
[Amig: amigdala; BDBh: rama horizontal de la banda diagonal de Broca; BDBv: rama vertical de la banda
diagonal de Broca; CCing: corteza cingulada; CPf: corteza prefrontal; IP: nucleo interpeduncular; LC: locus
coeruleus; LTD: nucleo laterodorsal mesencefalico; NBM: nucleo basal magnocelular; SM: septum medial;
PPT: nucleo pedunculopéntico tegmental mesencefalico; RD: rafe dorsal; SN: sustancia negra]. Adaptado de
Robbins y Everitt, 2003.

Numerosos experimentos han mostrado, mediante técnicas de microdialisis,
incrementos significativos en la liberacién de ACh cortical tanto durante la vigilia y el
suefo paraddjico - periodos de desincronizacion electroencefalografica - como durante la
presentacion de determinados estimulos sensoriales (Détari y col.,, 1999; Jiménez-
Capdeville y col., 1997; Kurosawa y col., 1992; Metherate y col., 1992; Rasmusson y col.,
1992). Asimismo, también se ha demostrado que la activacion artificial del NBM mediante
EIC (Casamenti y col., 1986; Jiménez-Capdeville y col., 1997; Kurosawa y col., 1989a, b;
Rasmusson y col., 1992) y la administracién de agonistas colinérgicos (Szymusiak, 1995)
generan un incremento de ACh en la corteza que va acompafado de desincronizacion
del EEG. Por el contrario, la aplicacion de antagonistas colinérgicos (Szymusiak y col.,
1990) y las lesiones selectivas mediante 192IgG saporina (Berntson y col., 2002; Kapas y

col., 1996) provocan descensos significativos de la activacion cortical.

En resumen, las diversas evidencias experimentales indican que el sistema
colinérgico del NBM desempefia un papel critico en la activacion de la corteza cerebral.
Esta funcién parece ser mediada por la interaccion de la ACh con receptores
muscarinicos postsinapticos (McCormick, 1992; Sillito, 1993). Datos a favor de esta
hipétesis provienen de estudios en los que la administracion de antagonistas
muscarinicos, como la atropina o la escopolamina, bloquean el efecto excitador de la
ACh, mientras que sustancias como la mecamilamina, un antagonista nicotinico, no

muestra efectos bloqueadores (Détari y col., 1999; Golmayo y col., 2003; Metherate y
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Ashe, 1993; Szymusiak y col., 1990). Ademas, los efectos de la ACh pueden ser
mimetizados por el guanosin monofosfato ciclico, aspecto que es consistente con el
hecho de que los receptores muscarinicos son de tipo metabotropico y se hallan

acoplados a sistemas de segundos mensajeros (Détari y col., 1999).

No obstante, como se ha mencionado previamente, también existe una proporcion
de neuronas que muestran una tasa de disparo elevada ante estados de sincronizacion
del EEG cortical. Aunque se piensa que la mayoria de este tipo de células son
interneuronas locales del NBM, probablemente GABAérgicas, que ejercen un efecto
inhibitorio a nivel cortical (Détari y col., 1997b), no se descarta que un cierto porcentaje
de estas células correspondan a neuronas colinérgicas del NBM que establecen sinapsis
con células inhibitorias de la corteza (Aoki y Kabak, 1992; Beaulieu y Somogyi, 1991;

Mesulam, 1996) y que, por lo tanto, se activen en periodos de baja actividad cortical.

En conclusion, la idea principal que se desprende de los datos obtenidos en las
diferentes lineas de investigacion expuestas hasta el momento, es que la ACh liberada
por el NBM controla activamente el patron de excitabilidad de las neuronas corticales,
favoreciendo fundamentalmente el aumento de su actividad. Sin embargo, es importante
indicar que ciertas inconsistencias observadas en determinados estudios han sugerido la
posible implicacion de sistemas de neurotransmisién no colinérgicos en los procesos de
regulacién cortical. Por ejemplo, se ha observado que la lesién selectiva del NBM
mediante 192IgG saporina produce una disminucion de la actividad cortical pero no una
supresion total de ésta (Berntson y col., 2002), o incluso algunos experimentos no han

mostrado efecto alguno tras este tipo de lesiones (Wenk y col., 1994).

2.1.5. Implicacion de otros sistemas de neurotransmision en la modulacién

del arousal cortical

Autores como Rasmusson (2000) destacan la importancia de la contribucion de
sistemas de neurotransmisién no colinérgicos del NBM en la modulacién de la actividad
cortical, sefialando ademas que una interpretacion basada exclusivamente en el papel de
la ACh seria excesivamente simplista y, en consecuencia, parcial e inexacta. Un tercio de
las proyecciones corticales del NBM esta constituido por vias GABAérgicas,
glutamatérgicas y neuropeptidérgicas (Gritti y col., 1997, 2003; Henny y col., 2002),
sistemas de neurotransmisién que potencialmente podrian participar en la regulacion del
arousal (Jones y Mduhlethaler, 1999; Manfridi y col., 1999; Manns y col., 2000b, 2001;
Sarter y Bruno, 2002).
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Las proyecciones GABAérgicas han sido las mas ampliamente estudiadas en los
ultimos afos. En este sentido, se considera que el sistema colinérgico y el GABAérgico
trabajan conjuntamente para aumentar la excitabilidad de la corteza, el primero por sus
efectos excitadores sobre las neuronas corticales y el segundo, por los contactos
sinapticos establecidos con interneuronas GABAérgicas de la corteza (Gritti y col., 1997,
2003; Manns vy col., 2000a, b). Asi, se ha demostrado que un porcentaje significativo de
neuronas GABAérgicas del NBM se activan en periodos de activacion del EEG cortical
(Duque y col., 1999, 2000; Freund y Gulyas, 1991; Freund y Meskenaite, 1992; Jiménez-
Capdeville y col., 1997). Paralelamente, otros estudios han mostrado la existencia de un
subgrupo de estas neuronas que establecen sinapsis con células no inhibitorias de la
corteza produciendo respuestas hiperpolarizantes postsinapticas (Dykes, 1997; Jiménez-
Capdeville y col., 1997; Manns y col., 2000b). Estos datos sugieren que las proyecciones
GABAérgicas, al igual que las colinérgicas, pueden participar en el control activo del

patrén electroencefalografico de la corteza cerebral.
2.1.6. Relacion entre arousal cortical y procesos cognitivos

La relacion existente entre determinados niveles de activacién cerebral y la
facilitacion de procesos cognitivos ha sido confirmada por numerosas investigaciones
(Groenewegen y Berendse, 1994; Marroco y col., 1994; Robbins, 1997; Steriade y col.,
1993). De hecho, diversos autores sugieren que una de las funciones basicas de la
activacion cortical es facilitar el procesamiento de la informacion y, en consecuencia, los
procesos de aprendizaje, fundamentalmente a través de mecanismos de plasticidad
sinaptica que se ven favorecidos por el aumento de la activacion de la corteza (Castro-
Alamancos y Connors, 1996; Marrocco y col.,, 1994; Sarter y Bruno, 2000; Steriade y
McCarley, 1990). Ademas, se ha observado que procesos cognitivos como la atencion o
la memoria pueden ser modulados positivamente cuando la activacion de los sistemas de
arousal coincide con periodos criticos, como la fase de recogida de informacion o la fase
de consolidacion de la memoria, respectivamente (Cahill y McGaugh, 1998; Corbetta y
Shulman, 2002; Nelson y col., 1996).

La implicacién del NBM en diversos procesos cognitivos ha sido vinculada
estrechamente a su contribucién en la regulacion de la excitabilidad de las neuronas de la
corteza, ya que de esta manera el NBM parece proporcionar las condiciones neurales
adecuadas para que tengan lugar mecanismos de plasticidad sinaptica (Cruikshank y
Weinberger, 1996; Everitt y Robbins, 1997; Hohmann, 2003; Lucas-Meunier y col., 2003;

Rasmusson, 2000). Este hecho ha sido confirmado por numerosos estudios en los que la
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activacion del NBM mediante EIC, procedimiento que como se ha indicado previamente
genera desincronizacion del EEG (Golmayo y col.,, 2003; Rasmusson, 2000), induce
mecanismos de plasticidad (Weinberger, 2003). Ademas, se ha demostrado que la
desincronizacion del EEG cortical (Bjordahl y col., 1998; Edeline y col., 1994a) es una

condicién necesaria para inducir tales procesos neurales.

En conclusion, de las evidencias experimentales expuestas hasta el momento se
deduce que el NBM es una de las estructuras basicas del sistema nervioso central en el
control de la actividad de la corteza, funcién que parece ser mediada por diversos
sistemas de neurotransmision entre los que destaca el colinérgico. Ademas, esta
contribucién lleva consigo consecuencias funcionalmente importantes, ya que facilita la
ocurrencia de determinados acontecimientos fisiolégicos vinculados a la modulacion de la
eficacia de diversos procesos cognitivos (Gill y col., 2000; Sarter y col., 2003;
Weinberger, 2003).
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2.2. PROCESOS DE ATENCION

Los procesos y capacidades de atencion pueden ser concebidos como la
expresion cognitiva o conductual de un mecanismo neural que media la eficacia de la
adquisicion de nueva informacién en situaciones caracterizadas por la presencia de
multiples y variables estimulos, seleccionando aquella informacién que es relevante e
ignorando, simultdneamente, la irrelevante (Sarter y col., 2003; Wenk, 1997). Uno de los
mecanismos neurales mas criticos en estos procesos es el sistema colinérgico de
proyeccion cortical del NBM. Los datos experimentales que demuestran esta implicacion
funcional proceden de diversos experimentos que incluyen principalmente procedimientos
de lesién del NBM mediante excitotoxinas o 1921gG saporina, medidas de liberacion de
ACh cortical a través de microdialisis in vivo y manipulaciones farmacolégicas (Sarter y
Bruno, 2000; Wenk, 1997).

En el presente apartado se comentaran los principales resultados obtenidos en
cada una de estas lineas de investigacion, asi como también los planteamientos tedricos
de mayor relevancia actual que pretenden dilucidar los circuitos y mecanismos neurales

criticos implicados en la mediacion de los procesos de atencidn por parte del NBM.

2.2.1. Evidencias experimentales de la implicacién del NBM en los procesos

de atencidn

La mayor parte de los trabajos experimentales de evaluacién conductual se han
centrado en el estudio de la implicacion del sistema colinérgico del NBM en la atencion
sostenida. Esta funcion puede ser definida como un estado de vigilancia que predispone
al sujeto para la deteccion eficaz de determinados estimulos de aparicion impredecible
(Sarter y col., 2001). Los modelos conductuales que generalmente se utilizan son tareas
especificamente disefiadas para la evaluacion de este tipo de atencién (McGaughy vy
Sarter, 1995). Uno de los paradigmas mas comunmente utilizado es la tarea de tiempo de
reaccion ante un estimulo en series de cinco elementos (five-choice serial reaction time
task, 5CSRTT). Este modelo mide la habilidad de los animales para mantener la atencion
hacia un estimulo luminoso, presentado de forma breve, que aparece aleatoriamente en
una de cinco posibles localizaciones, con el objetivo de conseguir un refuerzo (Robbins,
1998, 2002). Otros experimentos se valen de tareas de tipo operante en las cuales los
animales deben detectar y discriminar la apariciéon de estimulos que sefializan la llegada
de un refuerzo o la ausencia de éste. Tanto ante un tipo de estimulo como el otro, los
sujetos deben apretar una palanca para que su respuesta sea reforzada (Himmelheber y

col., 2000, 2001). Ambas tareas cuentan con una serie de ventajas importantes entre las
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que cabe destacar la posibilidad de medir multiples variables para analizar diferentes
componentes de la atencion sostenida y que son, ademas, modelos conductuales que
permiten modificar las condiciones experimentales con el objetivo de variar las demandas

requeridas a los sujetos para la correcta realizacion de la tarea en cuestion.

La aproximacién experimental mas utilizada para evaluar la implicacion del NBM
en procesos de atencion es la lesién del NBM. La intervencidén puede ser realizada con
anterioridad al entrenamiento (pre-entrenamiento) o una vez que los sujetos alcanzan un
determinado criterio de ejecucion en la tarea fijado a priori (pre-test). En cualquier caso, la
lesion siempre se practica antes de la sesion de prueba en la que se evaluan los efectos
sobre la atencién [ver tablas 2.2.1. y 2.2.2.]. En referencia a las lesiones excitotéxicas, los
diferentes experimentos han utilizado el acido iboténico, el acido quiscualico o el AMPA
como principales neurotoxinas. En general, todas ellas provocan efectos de deterioro de
diversas tareas como se indica en la tabla 2.2.1., sin embargo, algunos autores han
puesto de manifiesto que el grado de deterioro de la atencién puede depender del tipo de
excitotoxina utilizada (Robbins y col., 1989; McGaughy y col., 2000). Por ejemplo, se ha
observado que el déficit generado por las lesiones con AMPA es habitualmente mas
severo que el provocado por el acido quiscualico o el iboténico, lo cual parece ser debido
al mayor decremento colinérgico inducido por la administracion de la primera neurotoxina
(McGaughy y col., 2000). Este dato supone una evidencia a favor de la implicacion del
sistema colinérgico del NBM en la atencién, que ademas se ve reafirmado por el hecho
de que la administracion de nicotina o diversos agentes anticolinesterasicos, como la
fisostigmina o el donepezilo, revierten los deterioros generados por las lesiones (Balducci
y col., 2003; Muir y col., 1995; Robbins y col., 1997).
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AUTORES METODO TAREA CONDUCTUAL RESULTADOS
Robbins y col., | - Acido iboténico > 30% reduccion ChAT  Menor severidad con
1989 - Acido quiscudlico > 50% reduccion ChAT +SCSRTT acido lboténico
- Mayor severidad con
distractor
. “AMPA
Muir'y col., 1994 | " 38 709 reduccion ChAT SCSRTT l

- Tarea de atencion visual

Voytko y col., - Acido iboténico - No emparejamiento | en tarea de atencion
1994 - 48-74% reduccion ChAT demorado con la muestra
- Tareas de discriminacion
- AMPA !
Muiry col., 1995 | - 39-70% reduccién ChAT -5CSRTT - Revertido por
- Otras sustancias: fisostigmina y nicotina fisostigmina y nicotina
Robbins y col TAMPA L
N - 40-70% reduccion ChAT -5CSRTT - Revertido por
1997 e o T oy
- Otras sustancias: fisostigmina y nicotina fisostigmina y nicotina
Burk y Sarter, - Acido iboténico - Tarea operante de atencién
2001 - 19-29% reduccién AChE sostenida l
Balducci y col “AMPA
" . | 0, 1A .
2003 40-60% reduccién ChAT 5CSRTT . Revertido por donepezilo

- Otras sustancias: donepezilo

Tabla 2.2.1.: Efectos de la lesion del NBM mediante la infusion pre-test de diferentes excitotoxinas en la
ejecucion de tareas para la evaluacion de la atencion. En la columna correspondiente a “Método” se indica la
excitotoxina utilizada para producir la lesién, la reduccién colinérgica evaluada a nivel cortical mediante el
porcentaje de disminucién en los enzimas ChAT (colina acetiltransferasa) o AChE (acetilcolinesterasa), asi
como la administracion de otras sustancias en algunos de los estudios. [SCSRTT: tarea de tiempo de
reaccion ante un estimulo en series de cinco elementos (five-choice serial reaction time task); |: deterioro].

Dada

metodolégica presenta inconvenientes para poder concluir que estos efectos sean

la inespecificidad de las excitotoxinas utilizadas, esta aproximacion

debidos Unicamente a la afectacion de neuronas colinérgicas de proyeccién cortical. En
los ultimos afos, esta limitacion ha podido ser subsanada en gran medida gracias al
desarrollo y caracterizacién de la inmunotoxina 192IgG saporina (Heckers y col., 1994;
Holley y col., 1994; Wiley y col., 1991). El uso de esta inmunotoxina ha permitido
demostrar que la integridad del sistema colinérgico cortical del NBM es una condicion
fundamental para que tengan lugar los procesos implicados en la atencidén sostenida
(McGaughy vy col., 2000) existiendo, ademas, una correlacion entre el grado de lesién de
las vias colinérgicas y el deterioro observado en la ejecucion de los sujetos (McGaughy y
col., 2002; Turchi y Sarter, 1997). En la tabla 2.2.2 se resumen algunos de los estudios
que han analizado el efecto de la lesion del NBM con 192IgG saporina sobre diversos

tipos de tareas.
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AUTORES METODO TAREA CONDUCTUAL RESULTADOS

- Aprendizaje asociativo
(deteccién de un estimulo
Chibay col., 1995 - Pre-entrenamiento predictor de la ocurrencia de | en ambas tareas

otros)
- Inhibicién latente

- Tarea visual de atencion
McGaughy y col., 1996 Pre-test sostenida !

- Tarea operante de atencion

. 220/ 019, i
33%-91% reduccidn AChE dividida (estimulos visuales y

Turchi y Sarter, 1997 | con modalidad sensorial

- Pre-test " impredecible
auditivos)
Bushnell v col. 1998 - 62% reduccion ChAT - Tarea de deteccion de estimulos |
yco, - Pre-test visuales
- 60% reduccion ChAT
Curzonyy col., 1999 - Pre-entrenamiento Tarea operante (go/no- go) l
-5CSRTT
. - Laberinto acuético
. . 0,
Waite y col., 1999 25-45% reduccién ChAT - Evitacién pasiva 1 en5CSRTT
- Pre-test
- Respuesta de sobresalto
- Campo abierto
- 80% reduccion AChE - Tarea operante de atencién
Burk y Sarter, 2001 - Pre-test sostenida l
- - Tarea operante de atencién
. 0,
Himmelheber y col., 2001 ] g(:e/?nrai?ucmon AChE sostenida (estandar y con bajas | en condicién estandar
demandas)

| ante la situacion de
Butt y Bowman, 2002 - Pre-entrenamiento - Tarea de discriminacion visual atender simultaneamente a
varios estimulos

Ty ante la situacion de
- Tarea de discriminacién !

Butt y col., 2002 - Pre-entrenamiento . ; - atender simultaneamente a
(estimulos visuales y auditivos) X .
varios estimulos
!
McGaughy y col., 2002 - Pre-test -5CSRTT - Dosis bajas = | severo
con alta demanda
Risbrough y col., 2002 - Pre-test -5CSRTT 1| en situacién de alta
demanda
-NBM o SM+BDBv 1 en 5CSRTT con lesién
Lehmann y col., 2003 - 33-76% reduccion AChE N 'b5C.StRTT ol | bd?' ';‘BMd. |
- Pre-test aberinto radia | en laberinto radial con

lesion del SM+BDBv

Tabla 2.2.2.: Efectos conductuales de la lesion del NBM mediante la inmunotoxina 192lgG saporina
administrada directamente en la regiéon del NBM o en otras estructuras, como se especifica en la tabla, a
excepcion del estudio de Waite y col., 1999 en el que la infusién fue intracerebroventricular. En la columna
correspondiente a “Método” se incluye informacion acerca del porcentaje de reduccién colinérgica cortical,
evaluada en algunos de los estudios mediante el andlisis de los enzimas ChAT (colina acetiltransferasa) o
AChE (acetilcolinesterasa), asi como también el momento de la lesién (pre-entrenamiento o pre-test).
[BCSRTT: tarea de tiempo de reaccion ante un estimulo en series de cinco elementos (five-choice serial
reaction time task); NBM: nucleo basal magnocelular; SM+BDByv: septum medial mas rama vertical de la
banda diagonal de Broca; |: deterioro; | |: mayor deterioro].

Tal y como se ha indicado previamente, el grado de deterioro en la ejecucion
mostrada por los sujetos en diferentes pruebas conductuales puede depender del
porcentaje de neuronas colinérgicas dafiadas por el procedimiento de lesién utilizado, sin
embargo, no es el unico factor que puede influir. Varios estudios llevados a cabo tanto
con excitotoxinas (Robbins y col., 1989) como con 192IgG saporina (Butt y Bowman,
2002; Butt y col., 2002; McGaughy y col., 2002; Risbrough y col., 2002) han mostrado que

el aumento de las demandas de atencién de la tarea mediante la manipulacion de
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determinadas variables como, por ejemplo, la disminucién del tiempo de presentacion o
de la intensidad de los estimulos discriminativos (Risbrough y col., 2002) o el aumento de
la frecuencia de aparicién de éstos (McGaughy y col., 2002) en la 5CSRTT, la
introduccion de un estimulo distractor (Robbins y col., 1989) o la necesidad de atender
simultaneamente a varios estimulos (Butt y Bowman, 2002; Butt y col.,, 2002),
correlaciona positivamente con la severidad del déficit de atencion. Otros estudios
también han proporcionado datos complementarios a éstos. Por ejemplo, cuando los
recursos atencionales requeridos para la correcta realizacion de una tarea operante de
atencion sostenida son minimos (presentacion de una sola palanca en vez de dos), la
lesion del NBM con 192IgG saporina no conlleva deterioros (Himmelheber y col., 2001).
Asimismo, el déficit inducido por esta inmunotoxina puede ser disminuido con el aumento
de la duracién de los estimulos discriminativos en la 5CSRTT, ya que conlleva una menor

exigencia de recursos atencionales (McGaughy y col., 2002).

La correlacion entre el sistema colinérgico cortical del NBM y las demandas de
atencion de la tarea también se ha estudiado evaluando el nivel de ACh liberada en la
corteza mediante microdialisis in vivo. En general, la realizacion de tareas que evaluan
atencion sostenida estd asociada a un aumento en la liberacién de ACh en diversas
regiones de la corteza cerebral (Arnold y col., 2002; Dalley y col., 2001; Himmelheber y
col., 1997, 2000; McGaughy y col., 2002; Passetti y col., 2000). Ademas, en la misma
linea de los datos previamente comentados, el aumento de las demandas de atencion
mediante la introduccion de un estimulo distractor durante la realizacion de una tarea
atencional operante correlaciona con una mayor liberacion colinérgica cortical
(Himmelheber y col., 2000). Estudios de tipo neurofisiolégico también muestran que el
incremento de las demandas en una tarea operante se asocia a cambios en la actividad
de la corteza prefrontal mediados por la ACh, no mostrandose ningdn aumento en la
respuesta de las neuronas corticales cuando la ejecucion de la tarea exige minimos

recursos atencionales (Gill y col., 2000; Hutchinson y col., 1996).

Otra de las lineas de investigacién de destacada importancia en el estudio de la
implicacion del NBM en la atencién es la constituida por los estudios farmacoldgicos. A
pesar de la diversidad de sustancias utilizadas [ver tabla 2.2.3.], los diferentes autores
sefialan que los deterioros observados en las tareas conductuales tras la administracion
de los farmacos son debidos, en gran medida, a cambios en la excitabilidad de las
neuronas colinérgicas del NBM. No obstante, no descartan la posible implicacion de otros
sistemas de neurotransmision como el GABAérgico (Holley y col., 1995; Muir y col.,

1992b; Pang y col., 1993) o el glutamatérgico (Turchi y Sarter, 2001b) en, al menos,
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algunos aspectos de la atencion. Ademas, un experimento reciente realizado por Burk y
Sarter (2001), en el que se comparaban los efectos producidos por la lesién del NBM con
acido iboténico o con 192IgG saporina en una tarea operante de atencién sostenida,
mostro que el déficit observado con el acido iboténico reflejaba un deterioro cognitivo mas
severo que el inducido por la 192IgG saporina. Tras el analisis histolégico del tejido, los
autores sugirieron que este mayor deterioro podria ser atribuido en parte a la pérdida de
neuronas GABAérgicas del NBM debida a la infusién de la excitotoxina. Este tipo de
experimentos, a pesar de no proporcionar conclusiones definitivas al respecto, suponen
una aproximacién para el estudio del posible papel que pueden ejercer las neuronas no

colinérgicas del NBM en los procesos de atencion.

AUTORES METODO TAREA CONDUCTUAL RESULTADOS
- Hemicolinium (bloqueador de la recaptacion
Muiry col., 1992a | de colina) y/o fisostigmina. -5CSRTT - Revertido por
A fisostigmina
| en ambas tareas por
- Muscimol o bicuculina (agonistas receptor -5CSRTT muscimol
Muir y col., 1992b | GABAa) > intrabasal - Tarea de discriminacion - Revertido sélo en la
- Fisostigmina - sistémica visual 5CSRTT por bicuculina y
fisostigmina
- Muscimol
Pangycol., 1993 | Intrabasal 2CSRTT !
- Clordiacepoxido o f-CCM (agonista y
Holley y col., 1995 agonistg inverso benzodiacepinicos, - Tarea operantg de atencién L
respectivamente) sostenida
 Intrabasal
McGaughy y col., | - ABT-418 (agonista nicotinico) - Tarea operante de atencién
1999 * Intrabasal sostenida t
Turct21i03(/) 1S;rter, N';\lﬂhlgi/,-\rgs?)z\éti?agn?g:tt:)y antagonista - Tarea operantg de atencién |
sostenida
* Intrabasal

Tabla 2.2.3.: Efectos de diversas manipulaciones farmacolégicas pre-test sobre la ejecucién de tareas que
evaluan atencion. En la columna correspondiente a “Método” se especifican las sustancias utilizadas y la via
de administraciéon [i.c.v.: intracerebroventricular; intrabasal: infusion intracerebral directa en el NBM,;
sistémica). [2CSRTT / 5CSRTT: tarea de tiempo de reacciéon ante un estimulo en series de dos / cinco
elementos (twoffive-choice serial reaction time task; |: deterioro].

En resumen, de los datos expuestos hasta el momento se pueden deducir al
menos dos conclusiones generales importantes:1) el sistema colinérgico cortical del NBM
desempena una funcién esencial en la regulacion de los procesos involucrados en la
atencién sostenida, aunque no se puede descartar la participacion de otros sistemas de
neurotransmision y, 2) la severidad del déficit parece depender de la interaccién entre el
nivel de demanda de atencion impuesto por la tarea y el porcentaje de lesion de las

proyecciones colinérgicas corticales.
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2.2.2. Regulacién de los procesos de atencion por el NBM: Planteamientos

tedricos

Los datos obtenidos en los experimentos con animales comentados en el
apartado anterior, junto con los procedentes del &mbito de la Neurociencia Cognitiva en
humanos (Corbetta y Shulman, 2002), demuestran que el sistema colinérgico del NBM
ocupa una posicidn central y critica en la regulacién de la atencion (Everitt y Robbins,
1997; McGaughy y col., 2000; Sarter y col., 2001, 2003). Diversos investigadores han
planteado explicaciones tedricas referentes a los componentes que estarian implicados
en la red neural que mediaria los procesos de atencion sostenida. En este sentido,
Sarter, Bruno y Givens (2001) han desarrollado en los ultimos afos una teoria que
pretende aglutinar los principales conceptos y evidencias con el objetivo de ilustrar los
posibles circuitos neurales que se activan durante la ejecucién de una tarea de atencion
sostenida. Este planteamiento parte de dos conceptos clave que hacen referencia a los
procesos Yy circuitos neuroanatdomicos basicos que podrian activarse para regular la
eficacia de la atencion. Por un lado, el concepto bottom-up hace referencia a aquellos
procesos y mecanismos neurales que permiten que los sujetos puedan detectar
determinados estimulos por su saliencia y relevancia. Este concepto pretenderia explicar
las funciones de atencién guiadas principalmente por las caracteristicas del estimulo y su
contexto sensorial (Sarter y col.,, 2001). Por otro lado, el concepto top-down hace
referencia a mecanismos neurales que optimizan el procesamiento neuronal de los
estimulos y las asociaciones, facilitando la discriminacion entre las sefales significativas
y los distractores, y que predisponen al sujeto a detectar las localizaciones concretas de
los estimulos (Kastner y Ungerleider, 2000; Sarter y col., 2003). A diferencia de los
procesos bottom-up, los top-down estarian dirigidos por el conocimiento derivado de la
experiencia del propio sujeto mas que por las caracteristicas de la propia estimulacion
sensorial (Corbetta y Shulman, 2002; Sarter y col., 2003).

En relacion a los procesos bottom-up en la regulacion de la atencion sostenida,
los autores parten de la idea de que las neuronas colinérgicas del NBM que proyectan a
la corteza pueden ser activadas por estimulos novedosos, estresantes o emocionalmente
significativos (Aston-Jones y col., 1996; Berntson y col., 1998, 2002; Sarter y col., 2001),
activacion que estaria mediada por vias noradrenérgicas procedentes principalmente del
LC (Berntson y col., 1998, 2003). No obstante, se considera que las proyecciones
noradrenérgicas mas que mediar funciones de atencion especificas estarian relacionadas

con la regulacion de la activacion general del NBM, necesaria para la correcta ejecucion
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de la atencion sostenida (Coull y col., 1997; Portas y col., 1998; Robbins, 1997; Sarter y
col., 2001) [ver figura 2.2.1.].

. CORTEZA CEREBRAL
e T4
! T
| Figura 2.2.1.: Regulacién aferente de
I - las  neuronas  colinérgicas  de
[ . e proyeccion cortical del NBM en la
i ; mediacion de la atencion por los

4 procesos bottom-up. [ABL: amigdala
—l basolateral; ACe: amigdala central;
-

LC: locus coeruleus; NAc: nlcleo

k. accumbens; NBM: nucleo basal
1 magnocelular; PG: nucleo
MALE = paragigantocelular].  Adaptado de
i Sarter y Bruno, 2000.
B @ e L ]
; 1 i1

=

Asi, la implicacion de los procesos bottom-up en la atencidén sostenida esta
mediada por el efector activador que sobre las neuronas colinérgicas corticopetales del
NBM ejercen las aferencias procedentes del LC (Berntson y col., 1998; Sarter y Bruno,
2000) y, por lo tanto, de la consecuente activacion de los procesos top-down (Jodo y col.,
1998). Bajo este ultimo concepto se aglutinan toda una serie de componentes neurales,
en los que el NBM ocupa una posicion central, cuya interrelacion posibilita la regulacion
de los procesos de atencidn sostenida. El estado de vigilancia, que permite a los sujetos
la deteccién y discriminacion de los estimulos relevantes suprimiendo a la vez la
informacion sensorial distractora, estd mediado en gran parte por la activacion de la
corteza prefrontal. Esta region cortical posibilita el procesamiento sensorial a través de la
transferencia de informacion a regiones corticales posteriores, fundamentalmente de la
corteza parietal (Hopfinger y col., 2000; Nelson y col., 2002; Sarter y col., 2001). Tanto la
facilitacion del procesamiento de la informacion relevante como la supresion de estimulos

distractores dependeria en gran parte de la activacion del sistema colinérgico de
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proyeccion cortical del NBM (Sarter y col., 2001). En este sentido, las neuronas
colinérgicas del NBM pueden activarse no solo por aferencias noradrenérgicas
procedentes del LC sino también por inputs glutamatérgicos originados en la amigdala,
fundamentalmente la amigdala central (Holland y Gallagher, 1993), o en la propia corteza
prefrontal (Zaborsky y col., 1997). Asi, se considera que en el NBM convergen toda una
serie de inputs que proporcionan informacién acerca del significado de los estimulos
basandose en la experiencia, la motivacion y el contexto conductual (Schultz, 2000).
Como consecuencia de la activacién del NBM se produciria un aumento en la liberacion
de ACh cortical que facilitaria los procesos top-down que tienen lugar en amplias
regiones de la corteza, fundamentalmente fronto-parietales (Sarter y col., 2001) [ver
figura 2.2.2.].

Este planteamiento tedrico destaca la existencia en los procesos top-down de un
sistema de retroalimentacién de regulacion de la atencién sostenida. Este sistema estaria
constituido por el circuito neural corteza prefrontal-NBM-corteza cerebral, el cual
representaria un componente critico de regulacion y control de los procesos de atencion
que, en ultima instancia, permitirian al sujeto responder adecuadamente a las demandas
atencionales de la tarea. Ademas, también enfatiza la interrelacion de los procesos
bottom-up y top-down presentandolos no como constructos dicotdmicos sino como
componentes que interactian entre si para optimizar la eficacia de la atencién (Egeth y
Yantis, 1997; Sarter y col., 2001).
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SISTEMA
ANMTERIOR

HISTEMA
POSTERIDR

AREAT
SEHSORIALES

Figura 2.2.2.: llustracion esquematica de los principales componentes de la red neuronal que media los
procesos de atencion sostenida. La activacion del sistema anterior, anatdmicamente correspondiente a la
corteza prefrontal, influye sobre la activacion de regiones posteriores de la corteza (top-down).
Paralelamente, la activacion del sistema colinérgico cortical del NBM por parte de inputs procedentes de
regiones como el LC (bottom-up) o la propia corteza prefrontal es necesaria para mediar y facilitar el
procesamiento de la informacién sensorial a nivel cortical gracias al aumento de la liberaciéon de ACh en
amplias regiones de la corteza cerebral. Las proyecciones procedentes del LC no sélo inervan el NBM sino
también determinadas regiones corticales a través del talamo, lo cual contribuye a la facilitacion del
procesamiento de informacion relevante gracias al incremento del arousal que esta inervacién talamica
conlleva. [ACh: acetilcolina; LC: locus coeruleus; Na: noradrenalina; NBM: nucleo basal magnocelular].
Adaptado de Sarter y col., 2001.
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2.3. APRENDIZAJE Y CONSOLIDACION DE LA MEMORIA

El NBM se ha relacionado ampliamente con los procesos de adquisicion vy
consolidacion de la informacién (Baxter y Chiba, 1999; McGaughy y col., 2000; Parker y
col.,, 2002), funciones cognitivas cuya eficacia se halla indiscutiblemente influida por
procesos de atencién en los que, como se ha comentado, el NBM también desempefa un
papel central (Sarter y col.,, 2003). No obstante, a pesar de la obvia implicacion de la
atencion en tales procesos, existen numerosas evidencias que demuestran que la
alteracion del NBM puede influir directamente en la adquisicion y/o la retencién de
diversas tareas conductuales, independientemente de su papel sobre la atencion (Bailey
y col., 2003; Chudasama y col., 2004; Miranda y col., 2003; Power y col., 2003).

Como se comentara a lo largo del presente apartado, las lineas de investigacion
que han abordado el estudio de la participacion del NBM en la adquisicion y la
consolidacion de la memoria se caracterizan por su heterogeneidad tanto en la
metodologia utilizada como en los resultados obtenidos. De hecho, a pesar de que en la
literatura cientifica actual prevalezca la idea de que el NBM esta implicado en los
procesos cognitivos mencionados, la diversidad de datos no proporciona un panorama lo
suficientemente esclarecedor como para determinar la funciéon o funciones especificas

que esta estructura desempena [ver apartado 2.5].

2.3.1. Evidencias experimentales de la implicacién del NBM en la adquisicion

de lainformacion

Diversas manipulaciones experimentales aplicadas pre-entrenamiento han
demostrado la implicacién funcional del NBM en los procesos de adquisicion de la
informacién. En las tablas 2.3.1. y 2.3.2. se exponen algunos de estos trabajos
clasificados en funcion del tipo de tratamiento utilizado. En la primera se muestran
experimentos que han evaluado exclusivamente los efectos sobre la adquisicion de
diversas tareas, mientras que en la segunda tabla se exponen los que también han
analizado los efectos sobre la consolidacién de la memoria, aspecto que sera comentado

posteriormente.
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Ishihara, 1990

- Pre o post-adquisicion

- Laberinto acuatico de Morris

AUTORES METODO TAREA CONDUCTUAL RESULTADOS
LESIONES ELECTROLITICAS
LoConteycol., | ., . -EV2
1982 Unilateral - Evitacion pasiva l
Miyamoto y col., | - Bilateral -EV2 (pre-adauisicion)
1985 - Pre o post-adquisicion - Evitacion pasiva L g
Popovic y col., R )
1996 Bilateral EV2 l
LESIONES EXCITOTOXICAS
- Acido iboténico, 4cido kainico, NMDA o o . o )
Dunnett y col., . L - Evitacion pasiva 1| en evitacion pasiva por
acido quiscudlico . . . L N
1987 . - Laberinto acuatico de Morris acido quiscualico
- Bilateral
Nakamura e ' A.F 64A - Evitacion activa 1| en laberinto acuatico
- Bilateral

(pre-adquisicion)

Riekkinen y col.,
1990b

- Acido iboténico en NBM o SM/BDBv
- Bilateral

- Laberinto acuético de Morris

l

Riekkinen y col.,

- Acido quiscualico
- Bilateral

- Evitacion pasiva

| en evitacion pasiva

de estimulos

1991a S : - Laberinto acuético de Morris agravado por GVG
- GVG (inhibidor del GABAtransaminasa)
Steckler y col., - Acido iboténico o quiscualico ) 'T;?ebaegnggﬁgaée | por iboténico
1993 - Bilateral automolgeamiento = por quiscualico
- Acido iboténico
Butt y Hodge, . Bilateral - Tarea operante de l
1995 X . - discriminacion = por escopolamina
- Escopolamina (antagonista muscarinico)
Waite v Thal - Acido iboténico, quiscuélico o AMPA
a|t1e 9{)6 A - Bilateral - Laberinto acuatico de Morris 1| por excitotoxinas
- 1921gG saporina (unilateral e i.c.v.)
- C - Tarea operante de
Butt y Hodge, - Acido quiscualico asociacion sin?ple y compleja l
1997 - Bilateral

- Acido iboténico

Gutiérrez y col.,

Ohara y col., 1997 | - Bilateral - Laberinto acuatico de Morris | - Disminucion del deterioro
- SDZ 713 ENA (anticolinesterasico) por SDZ 713 ENA
- NMDA
- Bilateral

| por NMDA 'y por 192IgG

- Pre-adquisicion o pre-test

-ACG ) :
1999 - 192IgG saporina (bilateral) y/o escopolamina saporina + escopolamina
en corteza insular
, -NMDA
Gonzélez y col., . -ACG L,
2000 Bilateral - Laberinto acuatico de Morris  (pre-adquisicion)

Bailey y Thomas,
2001

- Acido quiscualico
- Bilateral

- Conjunto de tareas de
discriminacion olfatoria
simple e invertida
- Tarea de emparejamiento
demorado con la muestra

| en ambas tareas de
discriminacion

Nieto-Escamez y

- Acido iboténico
- Bilateral

- Laberinto acuatico de Morris

| agravado por

col., 2004

- Pre o post-adquisicion

de Morris

col., 2002 . escopolamina
- Escopolamina en corteza prefrontal
Santucci v Pé -NMDA
an UCZ% gz €rez, | . Bilateral - Laberinto acuatico de Morris !
TRH (i.p.)
. . - Acido iboténico - Tarea espacial y no = (pre-adquisicion)
Nieto-Escamez y ) . ) .
- Bilateral espacial en laberinto acuético

(Continua)
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LESIONES SELECTIVAS
Berger-Sweeney y | - NBM, SM, BDBv oi.c.v. ] . - . .
col.. 1994 - Bilateral Laberinto acuatico de Morris Ll coni.c.v.
Baxter y col., - NBM/SI o SM/BDBv ] . - . _
1995, 1996 - Bilateral Laberinto acuatico de Morris =
Dornany col., - NBM, SM o0 ambos - Laberinto acuético de Morris _
1996 - Bilateral - Laberinto radial
“i.cv.
i - Unilateral i
Waite y Thal P S - Laberinto acuético de Morris _l con dOS.IS alt.as
1996 - Acido iboténico, quiscualico o AMPA = con dosis bajas
- Bilateral
Dornan y col., -NBM, SM 0 ambos - Tareas espaciales en | en laberinto radial
1997 - Bilateral laberinto acuatico y radial = en laberinto acuético
Finey col,, 1997 | - Bilateral ‘Tareas dsigl'f'acl”m'”ac'on !
- NBM, BDBv 0 ambos | transitorio en tarea de
- MK801 (antagonista glutamatérgico) por MK801

- Evitacion pasiva

-NBM, SM, ambas o i.c.v. - Laberinto acuético de Morris

Pizzo y col., 2002 lenlaberintoen T

- Bilateral - Laberinto en T (NBM/SM)
] - NBM/SI o SM/BDBv - Tarea de transmision social
Vale-Martinez y Bil | f . I
col. 20023 - Bilatera o de pre erencia por una | (pre-adquisicion)
N - Pre o post-adquisicion comida
- Conjunto de tareas de en discriminacion
Bailey y col., 2003 | - Bilateral discriminacion olfatoria U simole
simple e invertida P
Connery col., i . .
2003 Bilateral Tarea de habilidad motora l
INACTIVACION REVERSIBLE
- Lidocaina
Walsh y col., 1998 | - Bilateral - Laberinto radial l
- Pre-adquisicién o pre-test
Miranda y -TTX
Bermudez- - Bilateral -ACG l
Rattoni, 1999 - Pre-adquisicion o pre-test
MANIPULACIONES FARMACOLOGICAS
- B-CCM (agonista inverso benzodiacepinas)
: ! . 1 por f-CCM
Mayo y Simon, 0 PREG:-S (neuroesteroide) - Laberinto en Y = por PREG-S

1992 - Bilateral

- Pre o post-adquisicion (pre-adquisicion)

- PREG-S 0 TH-PROG (neuroesteroides)
Mayo y col., 1993 | - Bilateral
- Pre o post-adquisicion

| por TH-PROG
= por PREG-S
(pre-adquisicion)

- Tarea de doble eleccion
(two-trial task)

Tabla 2.3.1.: Efectos de diferentes tratamientos experimentales sobre la adquisicién de diversas tareas
conductuales. Los resultados hacen referencia a los efectos observados por la afectacion directa del NBM mediante
manipulacién pre-adquisicion. En la columna de “Método” se especifican los estudios que también han afectado
otras estructuras o han aplicado los tratamientos en otros momentos del procedimiento (pre-test o post-adquisicion),
las manipulaciones experimentales realizadas en cada trabajo, si éstas fueron bilaterales o unilaterales, la via de
administraciéon (en caso de no ser intrabasal), asi como otros tratamientos realizados en un mismo estudio. En los
trabajos con lesiones selectivas, éstas se realizaron con 192IgG saporina, a excepcion de Fine y col., 1997 y Ridley
y col., 1999 en los que se administré ME20.4 IgG-saporina dado que los sujetos eran primates. [BDBv: rama vertical
de la banda diagonal de Broca; EV2: evitacién activa de dos sentidos; GVG: gammavinylGABA; i.c.v.:
administracion intracerebroventricular; i.p.: administracion intraperitoneal; NBM: nicleo basal magnocelular; PREG-
S: neuroesteroide sulfato de pregnenolona; SI: sustancia innominata; SM: septum medial; TH-PROG:
tetrahidroprogesterona; TRH: hormona liberadora de tirotropina; TTX: tetradotoxina; |: deterioro; ||: mayor
deterioro; 1: mejora; =: no efecto].
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AUTORES METODO TAREA CONDUCTUAL RESULTADOS
LESIONES ELECTROLITICAS
‘Bilateral - Disminucion del deterioro
Popovic y col., CEV2 en adquisicion por
1997 - Fisostigmina o verapamil (antagonista del fisostigmina y en
calcio) pre-ensayos adquisiciéon y memoria por
verapamil
LESIONES EXCITOTOXICAS
Riekkineny col., | - Acido iboténico o acido quiscualico - Evitacién pasiva | en evitacion pasiva por
1992 - Unilateral - Laberinto acuatico de Morris ambas toxinas
- Acido ftalico adaisicion
- Unilateral L adg P
Powery | Oxotremorina o fisostigmina (agonistas | tacion pasi eeeon
McGauah. 2002b o ABL 9 Y - Evitacién pasiva - Disminucién del deterioro
an, muspanmcos) en por oxotremorina y
- Unilateral o fisostigmina
- Post-adquisicion
LESIONES SELECTIVAS (192IgG saporina)
i.cv. - Tarea de discriminacion de a
Vnekycol, 1996 | . piateral objetos B
Gutiérrez y col., -NBM, NMDA en ABL o ambas lesiones = por 192IgG saporina
. -ACG )
1999a - Bilateral | por ambas lesiones
Perry -NBM, SM o ambas - Tareas espaciales en
y col., 2001 - Bilateral laberinto acuatico y radial | (NBM/SM)
- Bilateral
Power y col., 2002 | * Inyeccion de NA en ABL - Evitacion pasiva =
- Bilateral
- Post-adquisicion
MANIPULACIONES FARMACOLOGICAS
-RS67333 0 RS39604 (agonista parcial y
Orsetti y col., antagonista del receptor 5-HT4, - Tarea de reconocimiento de 1 por agonista
2003 respectivamente) lugar | por antagonista
- Bilateral

Tabla 2.3.2.: Efectos de diferentes tratamientos experimentales tanto sobre la adquisicién como sobre la
retencidn de diversas tareas conductuales. Los resultados hacen referencia a la afectacion directa del NBM,
a pesar de que en algunos estudios también se afectasen otros nucleos, mediante la aplicacion pre-
adquisicion de las diferentes manipulaciones expuestas. En la columna “Método” se indica las
manipulaciones experimentales especificas realizadas en cada trabajo, si éstas fueron bilaterales o
unilaterales, la via de administracion (en caso de no ser intrabasal), asi como otros tratamientos llevados a
cabo en un mismo estudio. [5-HT4: receptor para la serotonina; ABL: amigdala basolateral; ACG: aversion
condicionada al gusto; ASM: area septal medial; EV2: evitacion activa de dos sentidos; i.c.v.: administracion
intracerebroventricular; NA: noradrenalina; NBM: nucleo basal magnocelular; SM: septum medial; |: deterioro;
11: mayor deterioro; 1: mejora; =: no efecto].

La aproximacion experimental mas utilizada para el estudio de la implicacion del
NBM en los procesos de adquisicion de la informacién es la lesion de esta estructura
tanto mediante procedimientos electroliticos como, sobre todo, quimicos. Entre estos
ultimos destacan, por un lado, las lesiones realizadas con diferentes tipos de
excitotoxinas. En general, todas ellas deterioran, en mayor o menor medida, el
aprendizaje de diversas tareas conductuales. Sin embargo, algunos estudios han puesto
de manifiesto que el grado de afectacion puede depender de variables como el tipo de

excitotoxina utilizada o el modelo conductual empleado en el experimento. Por ejemplo,
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se ha observado que el acido iboténico provoca deterioros en determinados tipos de
tareas espaciales y operantes, mientras que el acido quiscualico no afecta el aprendizaje
de los mismos modelos (Streckler y col., 1993). Ademas, se ha observado que el acido
quiscualico parece generar mayores deterioros en la evitacion pasiva que en otras tareas

como el laberinto acuatico de Morris (Dunnet y col., 1987; Riekkinen y col., 1991a, 1992).

Por otro lado, los estudios con lesiones selectivas de neuronas colinérgicas del
NBM (mediante 192IgG saporina en ratas o ME20.4 IgG-saporina en primates) también
han mostrado deterioros significativos en el aprendizaje de diversas tareas. No obstante,
la severidad del déficit parece ser en general menor que el provocado por las
excitotoxinas (Gutiérrez y col., 1999b; Waite y Thal, 1996). La influencia del tipo de tarea
utilizada también se hace evidente en este tipo de estudios dado que la deplecion
colinérgica, producida por la infusién de 1921gG saporina en el NBM, produce mayores
deterioros en tareas espaciales que evaluan memoria de trabajo que memoria de
referencia (Baxter y col., 1995; Berger-Sweeney y col., 1994; Dornan y col., 1997; Torres
y col., 1994; Wenk y col., 1994).

La importante implicacion del sistema colinérgico del NBM en los procesos de
adquisicion ha sido complementada por datos procedentes tanto de medidas de
liberacion colinérgica cortical obtenidas mediante microdialisis in vivo como de
manipulaciones farmacologicas. Asi, se ha constatado que la fase de adquisicion de una
tarea conductual se asocia con una notable actividad de las neuronas del NBM (Orsetti y
col.,, 1996), lo que se acompafia de incrementos significativos de los niveles de ACh
cortical (Miranda y col., 2000; Orsetti y col., 1996). En la corteza cerebral, la ACh liberada
por el NBM parece actuar sobre receptores muscarinicos postsinapticos, tal y como
indican diversos estudios farmacolégicos en los que la administracion cortical de
antagonistas muscarinicos (escopolamina, atropina o pirencepina) deterioran la
adquisicion de tareas como la aversion condicionada al gusto (ACG) (Naor y Dudai, 1996;
Ramirez-Lugo y col., 2003). Mediante manipulaciones farmacolégicas también se ha
demostrado que la infusidon en el NBM de determinadas drogas de accion directa sobre
el sistema colinérgico puede modular los efectos provocados por lesiones excitotéxicas y
electroliticas, bien agravandolos (Nieto-Escamez y col., 2002) o mitigandolos (Ohara y
col., 1997; Popovic y col., 1997).

A pesar de que en la actualidad no se conoce la funcién especifica que la ACh
liberada por el NBM ejerce en la regulacion de la adquisicién de la informacion, se han
planteado diversas hipétesis al respecto. Por un lado, se ha sugerido que la ACh puede

participar en la identificacion y caracterizacion de los estimulos relevantes implicados en
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la situacion de aprendizaje (Bermudez-Rattoni y col., 2002; Naor y Dudai, 1996). Esta
funcién concuerda con la implicacion del NBM en la atencion, tal y como se ha
comentado en el apartado 2.2. (Sarter y col., 2001, 2003). De hecho, diversos autores
(Muir, 1996; Muir y col., 1994; Orsetti y col., 1996) consideran que los deterioros
observados en la adquisicion, tras las lesiones del NBM, pueden deberse a una
afectacién de la atencién. Sin embargo, otros autores afirman que, a pesar de la
innegable influencia que los procesos atencionales ejercen sobre la adquisicion de la
informacién, el NBM también puede estar desempefiando una funcion especifica en este
proceso (Bailey y col., 2003). Por otro lado, a partir de datos obtenidos en recientes
investigaciones, se plantea la hipotesis de que la actividad colinérgica del NBM durante la
adquisicion puede estar directamente relacionada con la novedad de los estimulos
presentes en la situacion de aprendizaje (Bermudez-Rattoni y col.,, 2002). Mas
concretamente, se ha observado que la presentacion de estimulos nuevos induce un
incremento significativo de ACh cortical (Miranda y col.,, 2000), el cual decrece
progresivamente tras sucesivas presentaciones hasta alcanzar los niveles observados

ante estimulos ya conocidos (Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Miranda y col., 2000).

En definitiva, las diversas hipotesis, planteando alternativas complementarias,
coinciden en otorgar al sistema colinérgico un papel central en los mecanismos
implicados en el proceso de adquisicién de la informacién. No obstante, no se puede
descartar la participacion de neuronas no colinérgicas en los procesos de aprendizaje
(Baxter y Chiba, 1999; Riekkinen y col.,, 1990b, 1991a, 1992). En este sentido,
sustancias, como el AMPA o el acido quiscualico, que generan una gran reduccién en los
marcadores colinérgicos pueden provocar deterioros minimos en determinadas tareas en
comparacion con otras sustancias mas inespecificas, como el acido iboténico (McDonald
y Overmier, 1998). Por otro lado, estudios que han comparado los efectos de lesiones del
NBM con diversas excitotoxinas y con 192IgG saporina (Waite y Thal, 1996) demuestran
que, a pesar de existir similares depleciones colinérgicas, las excitotoxinas producen en
general deterioros mas severos. Ademas, la ausencia de déficit que han mostrado
diversos trabajos tras lesiones con 192IgG saporina ha sido explicada en parte por la
preservacion de neuronas no colinérgicas (Baxter y col., 1995, 1996; Dornan y col., 1996;
Gutiérrez y col.,, 1999a; Power y col., 2002; Vnek y col., 1996). Asimismo, diversas
manipulaciones farmacoldgicas han demostrado que sustancias con accién directa sobre
el sistema glutamatérgico (Mayo y col., 1993; Mayo y Simon, 1992; Ridley y col., 1999) o
GABAérgico (Mayo y col., 1993; Mayo y Simon, 1992; Riekkinen y col., 1991a) pueden

también afectar los procesos de adquisicion.
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2.3.2. Evidencias experimentales de

consolidacion de la memoria

la implicacién del

NBM en la

En general, la manipulacién experimental del NBM puede deteriorar o facilitar la

consolidacién de la memoria de diversas tareas de aprendizaje, tal y como queda

reflejado en la tabla 2.3.3. donde se exponen algunos de estos trabajos clasificados en

funcion del tipo de tratamiento utilizado.

Ishihara, 1990

- Pre o post-adquisicion

- Laberinto acuatico de Morris

AUTORES | METODO | TAREACONDUCTUAL |  RESULTADOS
LESIONES ELECTROLITICAS
Miyamoto y col., | - Bilateral “EV2 | (post-adquisicin)
1985 - Pre o post-adquisicion - Evitacion pasiva P 4
- Bilateral
- Pre-adquisicio
Ogasazv;gg y col. reacausieln - T - Evitacion pasiva - Disminucion del deterioro
- NS-105 (sustancia pro-colinérgica) (pre- por NS-105
adquisicion)
- Bilateral
Vale-Martinezy | . pra. i )
col., 2002 Pre-adquisicion _ _— EV2 l
- Acido iboténico (bilateral; pre-adquisicion)
Sos-Hinol - Bilateral
O;I |n206c())§a Y| - Pre-adquisicion “EV2 - Disminucion del deterioro
’ - EIC del PF (unilateral; post-adquisicion) por EIC del PF
LESIONES EXCITOTOXICAS
Nakamura e ' A.F 64A - Evitacion activa 1| en laberinto acuatico
- Bilateral

(post-adquisicion)

Riekkinen y col.,

- Acido quiscualico en NBM, corteza frontal
0 ambas
- Unilateral

- Evitacion pasiva

- Disminucion del deterioro

THA (i.p.; pre-ensayos)

1991b - Pre-adquisicion .
T T T por tacrina
- Tacrina (anticolinesterasico) (i.p.; pre-
adquisicion)
- Acido iboténico en NBM
- Bilateral | agravado por DSP-4
Abeycol, 1997 | - Pre-adquisicion | - Laberinto acuético de Morris | - Disminucion del deterioro
- DSP-4 (neurotoxina noradrenérgica) o por THA

Cheny Shen,
2002

- Acido iboténico
- Bilateral
- Pre-adquisicion

- Histamina (i.c.v.) o histidina, metropina o
tacrina (i.p.)

- Evitacion pasiva

- Disminucion del deterioro
por las cuatros sustancias

Vale-Martinez y
col., 2002b

- Acido iboténico
- Bilateral
- Pre-adquisicion

- Electrolitica (bilateral; pre-adquisicion)

"EV2

col., 2004

Nieto-Escamez y

- Acido iboténico
- Bilateral
- Pre o post-adquisicion

- Escopolamina (antagonista muscarinico)
en hipocampo

- Tarea espacial y no espacial

en laberinto acuatico de Morris

= (post-adquisicion)
1 por lesién NBM +
escopolamina

(Continua)
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Santucci y
Haroutunian, 2004

-NMDA
- Unilateral
- Pre-adquisicion

- Evitacion pasiva

- PCA (liberador 5-HT; i.p.; pre-adquisicion)
- Fisostigmina (agonista muscarinico; s.c.;
post-adquisicion)

- Deterioro revertido por
fisostigmina
- Bloqueo del efecto de la
fisostigmina por PCA

LESIONES SELECTIVAS (192IgG saporina)

“I.CV.
- Bilateral

- Tarea operante de

1 192IgG saporina +
escopolamina >

col., 2000

- Pre-adquisicion

preferencia por una comida

Lean1z§93€/3 col., iOSt'el‘_dq“iSiCién i . emparejamiento demorado con escopolamina > 192IgG
recolina o escopolamina (agonista y la muestra saporina

antagonista muscarinicos, = arecolina
respectivamente)

Wrenn y col., E(i:lgferal - Tarea espacial en laberinto |

1999 - Post-adquisicion radial
Berger-Sweeney y ' SB M/SI, SMIBDBV o i.c.v. - Tarea de transmision social de

- Bilateral l

Turchi y Sarter,
2000

- Bilateral
- Post-adquisicion

- Tarea de discriminacion
olfatoria de emparejamiento y
no emparejamiento con la
muestra

| en tarea de no
emparejamiento con la
muestra

Pizzo y col., 2002

-NBM, SM, ambas o i.c.v.
- Bilateral
- Pre-adquisicion

- Evitacion pasiva
- Laberinto acuatico de Morris
- Laberintoen T

| en evitacion pasiva
(i.c.v.) y laberinto acudtico
(i.c.v.y NBM/SM)

Vale-Martinez y
col., 2002a

- NBM/SI o SM/BDBv
- Bilateral
- Pre o post-adquisicion

- Tarea de transmision social de
preferencia por una comida

| (post-adquisicion)

- Pre 0 post-adquisicion

INACTIVACION REVERSIBLE
. | TTX
Ambrgf);l"Lf ggzmm - Unilateral o bilateral - Evitacion pasiva l
yeo, - Post-adquisicion
MANIPULACIONES FARMACOLOGICAS
- Sustancia P
Gerh?gjgtzy col, - Unilateral - Evitacién pasiva 1
- Post-adquisicion
- B-CCM (agonista inverso
Mayo y Simon benzodiacepinico) o PREG-S , 1 por ambas sustancias
1992 ' (neuroesteroide) - Laberintoen Y t-adquisicio
- Bilateral (post-adquisicion)

- PREG-S 0 TH-PROG (neuroesteroides)

- Tarea de doble eleccién (two-

1 PREG-S (post-

- Post-adquisicion

Mayo y col., 1993 | - Bilateral : adquisicion)
 Pre 0 post-adquisicion trial task) = TH-PROG
Hasendhrl v col - Biglican (neurotrofina) o sustancia P
YL 1 Unilateral - Tarea de evitacion 1
1995 e
- Post-adquisicion
Pallarés y col., ' PR.EG'S - Tarea de reconocimiento de
- Unilateral 1
1998 - lugar
- Post-adquisicion
-NMDA o FG 7142 (agonista inverso
Mason y col., parcial benzodiacepinico) ) .
1999 - Bilateral Laberinto doble en Y 1

Privou y col., 1999

- Clorfeniramina o ranitidina (antagonista
H1y H2, respectivamente)

- Bilateral

- Post-adquisicion

- Tarea de evitacion

1 con clorfeniramina

(Continta)
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- Bicuculina o muscimol (antagonista y
agosnita GABAérgico, respectivamente) -ACG | en evitacion pasiva por
- Bilateral - Evitacion pasiva ambas sustancias

- Pre-adquisicion

Moron y col., 2002

Orsettiy col., ' Tlloperamlda (antagonista H3) - Tarea de reconocimiento de
- Bilateral

2002 - Pre o post-adquisicion, o pre-test lugar

1 (post-adquisicion)

Tabla 2.3.3.: Efectos de diferentes tratamientos experimentales sobre la consolidacion de la memoria de
diversas tareas conductuales. Los resultados mostrados en la ultima columna hacen referencia a los efectos
observados por la afectacién directa del NBM. En la columna correspondiente a “Método” se indica las
manipulaciones experimentales especificas realizadas en cada trabajo, si éstas fueron bilaterales o
unilaterales, la via de administracion (en caso de no ser intrabasal), el momento de la aplicaciéon del
tratamiento, asi como otros tratamientos realizados en un mismo estudio. [5-HT: Serotonina; BDBv: rama
vertical de la banda diagonal de Broca; EV2: evitacion activa de dos sentidos; H1, H2, H3: receptores
histaminérgicos; i.c.v.: administracion intracerebroventricular; i.p.: administracién intraperitoneal; PF: nucleo
parafascicular talamico; PREG-S: neuroesteroide sulfato de pregnenolona; s.c.: administracion subcutanea;
Sl:  sustancia innominata; SM: septum medial; THA: tetrahidroaminoacridina; TH-PROG:
tetrahidroprogesterona; TTX: tetradotoxina; |: deterioro; | |: mayor deterioro; 1: mejora; =: no efecto].

Desde un punto de vista metodoldgico, una de las estrategias mas apropiadas
para estudiar el proceso de consolidacion de la memoria consiste en la administracion de
tratamientos inmediatamente después del aprendizaje, ya que es cuando se forman
representaciones permanentes de la informaciéon que implican cambios en la estructura
neural (McGaugh y col., 1996; White y McDonald, 2002; White y Milner, 1992). Sin
embargo, determinadas técnicas experimentales se muestran inviables a la hora de ser
aplicadas en el periodo critico post-entrenamiento, como por ejemplo las lesiones con
inmunotoxinas selectivas (Power y col., 2003). Por este motivo, en muchas ocasiones las
intervenciones se realizan pre-entrenamiento, lo que implica una dificultad para
discriminar entre los efectos de la lesidbn sobre la adquisicion y los efectos sobre la
consolidacién de la informacién (Wenk, 1997). Un ejemplo de ello son los trabajos
presentados en la tabla 2.3.2., en los que no solamente se observaron efectos en la
adquisicion sino también en la consolidacién de la memoria tras determinados

procedimientos de lesion o tratamientos farmacolégicos.

A pesar de estas limitaciones metodoldgicas, numerosos experimentos muestran
deterioros en la retencién de diversas tareas de aprendizaje pero no en la adquisicién de
éstas incluso tras lesiones pre-entrenamiento electroliticas (Ogasawara y col., 1999; Sos-
Hinojosa y col., 2003; Vale-Martinez y col., 2002b), excitotdxicas (Abe y col., 1997; Chen
y Shen, 2002; Riekkinen y col., 1991b; Santucci y Haroutunian, 2004; Vale-Martinez y
col., 2002b) y selectivas (Berger-Sweeney y col., 2000; Pizzo y col., 2002). Estos datos
sugieren que el NBM puede ejercer también un papel especifico en la consolidacién de la

memoria independientemente de su funcion sobre la adquisicion de la informacién.

55




Antecedentes experimentales

En los procesos implicados en la formacion de la memoria, el sistema colinérgico
del NBM parece ser esencial. De hecho, se ha comprobado que los incrementos en los
niveles de ACh cortical observados durante la adquisicién de la informacién persisten
durante al menos varios minutos tras la sesion de entrenamiento (Kopf y col., 2001;
Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Orsetti y col.,, 1996). Como en el caso de los
procesos de adquisicién de la informacion, la funcién especifica que ejerce la ACh en la
consolidacion de la memoria no es conocida. Sin embargo, su accién sobre receptores
muscarinicos postsinapticos (Berman y col., 2000; Ferreira y col., 2002; Gutiérrez y col.,
2003; Naor y Dudai, 1996; Ramirez-Lugo y col., 2003) y, sobre todo, la implicacién de
este neurotransmisor en los procesos de plasticidad neural en la neocorteza y su
interaccion con receptores NMDA, actualmente parece ser la hipotesis mas plausible
(McLin Il y col., 2003; Miranda y col., 2003; Weinberger, 2003) [ver apartado 2.6.].

Ademas, recientes investigaciones han puesto de manifiesto que el NBM parece
regular los procesos mnemonicos no solo a través de las proyecciones colinérgicas a la
corteza sino también a la ABL (Power y col., 2003). Numerosos estudios han aportado
evidencias experimentales acerca del papel desempenado por esta estructura en la
modulacion de la consolidacién de la memoria en general (Barros y col., 2002; Mcintyre y
col., 2003; Paré, 2003; Power y McGaugh 2002a; Vazdarjanova y McGaugh, 1999) v,
mas concretamente, de diversos tipos aprendizajes asociativos (Davis, 2000; Everitt y
col., 2000; Gallagher, 2000) o de situaciones de activacion emocional, como por ejemplo,
condicionamientos aversivos (Davis, 2000; Le Doux, 2000; McGaugh, 2002; McGaugh y
col., 1992, 2002; Mclntyre y col., 2003). Asi, la lesion del NBM con acido ftalico, que
lesiona predominantemente las proyecciones colinérgicas a la ABL, deteriora la retencion
de una tarea de evitacion pasiva (Power y McGaugh, 2002b). Otro estudio reciente
también ha mostrado que las lesiones colinérgicas selectivas del NBM pre-entrenamiento
bloquean la facilitacién de la memoria esperada por la administracion de noradrenalina en
la ABL en la misma tarea (Power y col.,, 2002). Estos resultados indican que las
proyecciones colinérgicas corticales del NBM son necesarias para la modulacion de los
procesos de consolidacion de la memoria por parte de la ABL. En definitiva, se considera
que el NBM puede ejercer sus efectos en relacion a los procesos de consolidacion de la
memoria a través de cualquiera de las dos vias colinérgicas: basal-cortical y basal-
amigdalar (Gutiérrez y col., 1999a). Los principales mecanismos planteados por los que
NBM y ABL podrian modular conjuntamente los procesos mneménicos son los que se

muestran en la figura 2.3.1.
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ABL
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Figura 2.3.1.: Vias por las que NBM y ABL pueden modular conjuntamente la consolidacion de la memoria.
(1) Regulacion de las proyecciones colinérgicas basal-corticales por medio de las proyecciones
glutamatérgicas de la ABL al NBM. (2) Regulaciéon de las eferencias corticales de la ABL a través de las
proyecciones que recibe esta estructura del NBM. (3) Las aferencias que la ABL recibe directamente de la
corteza pueden verse influidas por el nivel de activacion colinérgica que la corteza recibe del NBM. (4) En la
corteza cerebral, modulacién de la consolidacion de la memoria por la coincidencia de inputs procedentes de
la ABL y del NBM. Los diversos autores consideran como mas plausible la interaccién o combinacion de los
diferentes circuitos en la regulacion de la consolidacion de la memoria (Power y col., 2002, 2003).

Los estudios de tipo farmacoldgico también indican la implicacion del sistema
colinérgico del NBM en la consolidacién de la memoria. Por ejemplo, se ha demostrado
que la administracion de un inhibidor del enzima de degradacién acetilcolinesterasa
(Riekkinen y col., 1991b) o de un agonista muscarinico (Santucci y Haroutunian, 2004),
disminuyen el deterioro ocasionado por lesiones excitotéxicas, mientras que la infusion de
un antagonista muscarinico como la escopolamina puede agravar el déficit producido por
la lesién con 192IgG saporina (Leanza y col., 1996). Sin embargo, las manipulaciones
neurofarmacolégicas han constituido sobre todo una aproximacién experimental basica
para el estudio de la participacién de sistemas de neurotransmisién no colinérgicos en los
procesos mnemonicos, como por ejemplo el GABAérgico (Mason y col., 1999; Mayo vy
col., 1993; Mayo y Simon, 1992; Morén y col.,, 2002; Pallarés y col., 1998), el
noradrenérgico (Abe y col., 1997), el glutamatérgico (Mason y col., 1999; Mayo y col.,
1993; Mayo y Simon, 1992; Pallarés y col., 1998), el histaminérgico (Chen y Shen, 2002;
Orsetti y col., 2002; Privou y col., 1999) o el serotoninérgico (Santucci y Haroutunian,
2004). Numerosos autores consideran que la accion de los neurotransmisores no
colinérgicos en relacion a la consolidacion de la memoria puede ser debida a su
interaccion con el sistema colinérgico del NBM (Chen y Shen, 2002; Orsetti y col., 2002;
Pallarés y col., 1998; Santucci y Haroutunian, 2004), sin embargo, otros investigadores
abogan por la existencia de acciones relativamente independientes (Morén y col., 2002).
A pesar de estas aproximaciones, el estudio de la funcién de las neuronas no colinérgicas
del NBM en los procesos cognitivos ha sido en general un ambito poco explorado (Baxter

y Chiba, 1999).
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2.4. RECUPERACION DE LA INFORMACION

A diferencia de los procesos cognitivos de atencion, adquisicion y consolidacion
de la memoria, la actividad del sistema colinérgico del NBM en relacion a los mecanismos
de recuperacion de la informacién es mucho menos conocida (Gutiérrez y col., 1997). El
numero de trabajos que han abordado esta cuestion es sustancialmente menor vy, a pesar
de que las aproximaciones metodolégicas han sido variadas, incluyendo lesiones
permanentes excitotoxicas, procedimientos de inactivacién reversible, técnicas de
microdidlisis in vivo y manipulaciones farmacoldgicas, los modelos conductuales
utilizados se limitan basicamente a tareas de tipo aversivo (Gonzalez y col., 2000;
Gutiérrez y col., 1997; Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Naor y Dudai, 1996; Ramirez-
Lugo y col., 2003) y espacial (Gonzalez y col., 2000; Orsetti y col., 2002; Walsh y col.,
1998), exceptuando algun trabajo que utiliza tareas operantes apetitivas (Orsetti y col.,
1996). Las diversas manipulaciones experimentales de estos trabajos se realizan dias
después de la sesidn de adquisicion de la tarea o inmediatamente antes de la sesion de
prueba que evalua la recuperacion, es decir, una vez que los procesos involucrados en la
consolidacion de la memoria han tenido lugar. Siguiendo este procedimiento, diferentes
estudios han coincidido en sefialar que el NBM, y fundamentalmente sus neuronas
colinérgicas, parece no estar implicado de forma critica en la recuperacién de la

informacion de tareas previamente adquiridas.

Los estudios de lesién han mostrado que la afectacion bilateral del NBM con
NMDA no genera déficit alguno en la recuperacion de tareas como la ACG o el laberinto
acuatico de Morris (Gonzalez y col., 2000). De forma similar, la inactivacion bilateral
reversible del NBM, ya sea con tetradotoxina o con lidocaina, tampoco provoca deterioros
en la ACG (Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999) o en el laberinto radial (Walsh y col.,
1998), respectivamente. Estos resultados se complementan con otros procedentes de
trabajos centrados en el estudio del sistema colinérgico. La microdialisis in vivo permite
obtener medidas directas de la actividad colinérgica en momentos diferentes de la
ejecucidon de una tarea conductual. Asi, se ha observado que el aumento de la liberacion
de ACh en la corteza tiene lugar durante la fase de adquisicion de tareas como la ACG
(Miranda y col., 2000) o una tarea operante de tipo apetitivo (Orsetti y col., 1996), pero no
durante la recuperacién de la informacién una vez que las tareas han sido plenamente
adquiridas. Por otro lado, investigaciones farmacolégicas demuestran que la infusion de
antagonistas muscarinicos en regiones corticales inervadas por el NBM no afecta a los
mecanismos de recuperacion de la informacién en modelos como la ACG (Naor y Dudai,

1996; Ramirez-Lugo y col., 2003). La administracion intracortical de otras sustancias que
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influyen directamente en el funcionamiento del sistema colinérgico del NBM, como
anticuerpos para el factor de crecimiento nervioso, provoca efectos en el mismo sentido
tanto en la ACG como en la evitacion pasiva (Gutiérrez y col., 1997). Un estudio reciente
(Orsetti y col., 2002) también ha demostrado que la tioperamida -antagonista del receptor
H3 de la histamina- administrada en el NBM tampoco provoca efectos sobre la

recuperacion de la informacién en una tarea de reconocimiento espacial.

En resumen, el NBM colinérgico parece no participar en los procesos de
recuperacion de la informacién ya aprendida, conclusion que ademas se ve ratificada por
la notable consistencia existente en los resultados obtenidos en manipulaciones
experimentales de diversa indole. Esta ausencia de efectos ha sido interpretada
partiendo del hecho de que el NBM vy el sistema colinérgico estan implicados en aspectos
como la atencion o la sefalizacién de la informacion relevante y/o novedosa [ver apartado
2.3.1], la importancia de los cuales se halla minimizada en fases posteriores del
aprendizaje como la recuperacion de la informacion (Bermudez-Rattoni y col., 2002; Naor
y Dudai, 1996; Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Miranda y col., 2000; Orsetti y col.,
1996). No obstante, es importante destacar que a pesar de que la mayoria de los
estudios comentados se han centrado en la evaluacion del sistema colinérgico del NBM,
en la literatura cientifica no existen trabajos de lesion selectiva de sus neuronas
colinérgicas. Este tipo de manipulacién experimental podria proporcionar datos criticos
para confirmar que la integridad del sistema colinérgico no es necesaria en los procesos

implicados en la recuperacién de la informacion.
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2.5. PAPEL GENERAL DEL NBM EN LOS PROCESOS COGNITIVOS

En los ultimos anos, la implicacion especifica del sistema colinérgico del NBM en
los procesos cognitivos ha sido objeto de intenso debate. La atencion ha sido una de las
funciones mas ampliamente estudiada considerandose incluso que el resto de procesos
cognitivos se hallan supeditados a ésta. Autores como Sarter y col. (2001, 2003) postulan
que, desde un punto de vista conceptual, la disociacidon entre atencion, aprendizaje y
memoria es en gran medida improbable, ya que la eficacia de las diversas fases del
proceso general de aprendizaje depende en gran parte del 6ptimo funcionamiento de las
capacidades atencionales. No obstante, tal y como se ha comentado previamente [ver
apartado 2.3.], el sistema colinérgico del NBM también puede desempenar un papel
especifico en procesos como la adquisicién y la consolidacion de la memoria (Bailey y

col., 2003; Bailey y Thomas, 2001; Berger-Sweeney y col., 2000; Power y col., 2003).

En la actualidad, la posicion neurocientifica predominante parte del supuesto de
que la participacién del sistema colinérgico en la atencion, la adquisicion y la memoria no
son hipétesis mutuamente excluyentes (Chudasama y col., 2004; McLin Ill y col., 2003;
Power y col., 2003; Wenk, 1997). De hecho, parece improbable que un neurotransmisor
con una distribucién tan amplia en el sistema nervioso central como la ACh esté
implicado en una unica funcion cognitiva (Gold, 2003; Sarter y Bruno, 1997). En general,
se considera que la ACh liberada por el NBM modula la eficacia del procesamiento de la
informacién sensorial y de la asociacion entre estimulos, propiciando que la informacién
sea codificada en los circuitos neurales apropiados y que, en ultima instancia, pueda ser
almacenada (Baxter y Chiba, 1999; Bermudez-Rattoni y col., 2002; Everitt y Robbins,
1997; Miranda y col., 2003; Naor y Dudai, 1996; Pepeu y Giovannini, 2004; Ranganath y
Rainer, 2003; Sarter y Bruno, 1997). Algunos autores afirman que esta eficacia consiste
fundamentalmente en mediar la habilidad de los sujetos para detectar y seleccionar los
estimulos relevantes de la situacidn de aprendizaje discriminando entre sefiales
significativas y distractores (Sarter y Bruno, 1997; Sarter y col., 2003), mientras otros
investigadores enfatizan la caracteristica de la novedad de los estimulos (Miranda y col.,
2003). En definitiva, la ACh parece proporcionar un marcador temporal para sefalizar los
eventos conductualmente relevantes y fortalecer las conexiones entre las neuronas
implicadas en la representacion de tales eventos, es decir, puede estar indicando “qué”
aprender (Kilgard, 2003).

Por otro lado, se ha observado que la regulacién de constructos tan complejos

como la atencion, el aprendizaje y la memoria puede depender de la interaccion de varios
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factores, como por ejemplo, las caracteristicas de la propia tarea conductual o la
implicacion de otros sistemas de neurotransmisiéon o de otras estructuras cerebrales. De
hecho, tanto la variabilidad de resultados existente en la literatura cientifica en relacion al
NBM como la ausencia de efectos observada en algunos de los trabajos han sido

explicadas, en gran parte, por la influencia de los factores mencionados.

La complejidad y las demandas cognitivas de los modelos conductuales son
variables cuya influencia en el grado de severidad de los efectos de la lesion del NBM ha
sido demostrada en experimentos que han abordado el papel de este nucleo tanto en los
procesos de atencion (Sarter y col., 2003) como de adquisicién y de consolidacién de la
memoria (Turchi y Sarter, 2000; Vale-Martinez y col., 2002a; Wrenn y col., 1999). Estas
variables pueden explicar la ausencia de déficit conductual observada en algunos
trabajos de lesién del NBM, tanto con excitotoxinas (Voytko, 1996; Voytko y col., 1994)
como con 192IgG saporina (Baxter y col., 1995, 1996; De Rosa y col., 2001; Dornan y
col., 1996; Gutiérrez y col., 1999a; Power y col., 2002; Torres y col., 1994; Waite y col.,
1999; Wenk y col.,, 1994). Asi, se ha llegado a sugerir que la integridad del sistema
colinérgico basal-cortical seria necesaria fundamentalmente en tareas complejas o que
requieren una exigencia significativa de los recursos cognitivos del sujeto (Everitt y
Robbins, 1997; Sarter y col., 2003; Wrenn y col., 1999). No obstante, este planteamiento
proporciona una explicacion parcial en tanto que no tiene en cuenta la influencia de otros
elementos como el grado de lesion del NBM o las poblaciones neuronales afectadas
(McDonald y Overmier, 1998; Pizzo y col., 2002; Wrenn y col., 1999). A pesar de estas
inconsistencias, es un planteamiento que aporta la innegable ventaja de haber puesto de
manifiesto la importancia de definir de forma explicita el nivel de demanda requerido por
la tarea, y de utilizar modelos que proporcionen las condiciones conductuales éptimas
que permitan detectar los deterioros inducidos por lesiones del NBM (Berger-Sweeney y
col., 2000; Bushnell, 1998; Everitt y Robbins, 1997; Sarter y col., 2003; Wrenn y col.,
1999).

La diversidad de métodos utilizados para lesionar el NBM también supone una
importante fuente de informacion acerca de los factores que pueden regular la funcion del
NBM en los diferentes procesos cognitivos. La utilizacion de la 192IgG saporina ha
puesto de manifiesto la importancia que el grado de afectacion colinérgica del NBM
puede tener en la interpretacion de los resultados obtenidos (Berger-Sweeney y col.,
1994; Leanza y col., 1996; Pizzo y col., 2002; Wrenn y col., 1999). De hecho, se ha
comprobado que el funcionamiento normal de un cierto porcentaje de neuronas

colinérgicas, intactas tras la lesidon con la inmunotoxina, puede ser suficiente para la
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correcta realizacion de determinadas tareas (Gutiérrez y col., 1999b; Leanza y col.,
1996). Uno de los aspectos que ha recibido mayor atencién es la preservacion de las
proyecciones colinérgicas del NBM a la ABL tras la lesién con 1921gG saporina (Heckers
y col., 1994), hecho que explicaria la ausencia de efectos hallada en determinados
estudios (Bailey y col., 2003; Power y McGaugh 2002a, b; Power y col., 2002). Por otro
lado, el uso de diferentes tipos de excitotoxinas también ha permitido evidenciar la
influencia de otros factores, concretamente, la participaciéon de neuronas no colinérgicas
del NBM en los procesos cognitivos (Power y col., 2002; Waite y Thal, 1996; Wenk,
1997). Este factor explicaria en parte el fracaso de algunos trabajos a la hora de
reproducir, mediante la lesién con 192IgG saporina, los deterioros observados con
determinadas excitotoxinas a pesar de generar niveles similares de deplecion colinérgica
cortical (Bailey y col., 2003; Bailey y Thomas, 2001; Waite y Thal, 1996). El papel de las
neuronas no colinérgicas del NBM en los procesos cognitivos es actualmente
incuestionable, aunque su contribucion especifica permanece aun sin determinar (Gold,
2003). Se considera que el sistema colinérgico actua sinérgicamente con otros sistemas
de neurotransmision presentes en el NBM en la modulacion de los procesos cognitivos.
Sin embargo, no se excluye la posibilidad de que ambos tipos de proyecciones,
colinérgicas y no colinérgicas, puedan estar procesando propiedades diferentes de la
experiencia (Baxter y Chiba, 1999; Gold, 2003).

En conclusion, a pesar de que aun existen numerosas cuestiones sin resolver,
existe una remarcable consistencia entre diversos grupos de investigaciéon y entre
diferentes aproximaciones experimentales respecto a la implicacién del NBM en estadios
iniciales del proceso de aprendizaje. Este nucleo parece intervenir en fases en las que
tienen lugar procesos de adquisicion, codificacion y consolidacion de la informacion
(Miranda y col., 2003; Orsetti y col., 1996; Vale-Martinez y col., 2002a; Weinberger,
2003), sin ser necesario en fases posteriores como la recuperacién de la informacion ya
adquirida (Gonzalez y col., 2000; Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Miranda y col.,
2000; Ramirez-Lugo y col., 2003). Ademas, teniendo en cuenta que la participacién del
NBM en los procesos cognitivos parece estar regulada por factores de diversa naturaleza,
se ha sugerido que cada situacién de aprendizaje puede requerir de la combinacion
dinamica o de un ajuste en la implicacioén de diversos sistemas neurales tanto anatomicos
como neuroquimicos (Everitt y Robbins, 1997; Gold, 2003). En consecuencia, la
deteccidn e identificacion de estos factores en futuras investigaciones, mediante el diseno
de modelos animales sensibles a éstos, supondra un elemento crucial para determinar

con mayor precision las funciones cognitivas en las que el NBM esta involucrado.
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2.6. PROCESOS DE PLASTICIDAD SINAPTICA

La participacion del NBM en los procesos de aprendizaje y de consolidacion de la
memoria esta estrechamente vinculada a su papel en ciertas formas de plasticidad
sinaptica (Rasmusson, 2000; Weinberger, 2003). La implicacién del NBM en mecanismos
de plasticidad cortical ha sido evidenciada principalmente por estudios en los que se

utiliza como aproximacion experimental la técnica de EIC.

En el presente apartado se comentaran los principales resultados obtenidos en
dichos estudios asi como también las diversas variables que influyen en la plasticidad
inducida por la EIC del NBM, las cuales ponen de manifiesto que las condiciones
necesarias para generar plasticidad mediante la activacién del NBM son comunes a las
necesarias en un proceso natural de aprendizaje, o que la desincronizacion del EEG
cortical parece ser un elemento esencial en la induccion de la plasticidad neural. Ademas,
también se hara referencia a los posibles mecanismos por los que la activacion del NBM
induce procesos de plasticidad, a pesar de que los mecanismos concretos a través de los

cuales esto ocurre son, en gran parte, desconocidos en la actualidad.

2.6.1. Estimulacion eléctrica del NBM, activacion cortical y liberacion

colinérgica

Diversos trabajos han mostrado que la activacion del NBM genera
desincronizacién del EEG cortical (Bakin y Weinberger, 1996; Bjordahl y col., 1998;
Edeline y col., 1994a; Golmayo y col., 2003; McLin Ill y col., 2002a, b, 2003; Metherate y
Ashe, 1991; Metherate y col., 1992), la cual parece estar mediada por la ACh ya que la
administracion de atropina, antagonista muscarinico, reduce considerablemente la
desincronizacién inducida por la EIC (Bakin y Weinberger, 1996; Golmayo y col., 2003;
Metherate y Ashe, 1991). La implicacién del sistema colinérgico ha sido asimismo
constatada a través de estudios con microdialisis que muestran un aumento de los
niveles corticales de este neurotransmisor tras la activacion del NBM (Casamenti y col.,
1986; Jiménez-Capdeville y col., 1997; Kurosawa y col., 1989a, b; Rasmusson y col.,
1992). El incremento en el flujo sanguineo cerebral también se ha medido para evaluar
indirectamente la relacion entre activacion del NBM vy liberacion de ACh cortical, ya que el
sistema colinérgico presenta propiedades vasodilatadoras a través de su accién sobre los
receptores tanto nicotinicos como muscarinicos del parénquima de la corteza cerebral
(Adachi y col., 1990; Biesold y col., 1989; Kurosawa y col., 1989b; Sato vy col., 2002;
Vaucher y col., 1995).
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La estrecha relacion existente entre el sistema colinérgico del NBM, la activacién
cortical y los procesos de plasticidad neuronal es un hecho bien establecido en la
actualidad (Rasmusson, 2000). Asi, la EIC del NBM parece proporcionar unas
condiciones neurales 6ptimas -aumento de la liberacion de ACh y desincronizacion del
EEG- para que tengan lugar ciertos procesos de plasticidad neuronal a nivel de la corteza
cerebral. En consecuencia, como han coincidido en destacar diversos investigadores
(Bakin y Weinberger, 1996; McLin Ill y col.,, 2003; Weinberger, 2003), estos datos
evidencian que la técnica de EIC constituye una aproximacion experimental idénea para
el estudio de posibles sustratos neurales de determinadas formas de plasticidad

sinaptica, que podrian subyacer a procesos cognitivos como el aprendizaje y la memoria.

2.6.2. Evidencias experimentales de la implicacién del NBM en la plasticidad

cortical

La implicacion del NBM en procesos de plasticidad ha sido confirmada por
numerosas evidencias experimentales proporcionadas por estudios que han utilizado
paradigmas de aprendizaje de tipo asociativo, emparejando la EIC del NBM con la
presentacion de un estimulo sensorial (Rasmusson, 2000; Weinberger, 2003). Estos
trabajos muestran que la activacion de esta estructura induce procesos de plasticidad
neuronal en la corteza que presentan propiedades similares a los cambios plasticos que

se derivan de situaciones naturales de aprendizaje como se describe a continuacion.
2.6.2.1. Plasticidad cortical inducida por aprendizaje

Las investigaciones que han evaluado la influencia que el aprendizaje ejerce en la
induccién y el mantenimiento de la plasticidad neuronal en el cerebro adulto se han
basado generalmente en paradigmas de condicionamiento (Galvan y Weinberger, 2002;
Weinberger, 1998). Asi, en un condicionamiento clasico se observa un aumento en los
potenciales evocados de las neuronas corticales ante el estimulo condicionado (EC) una
vez que los sujetos aprenden que dicho estimulo predice la aparicion inmediata de un
estimulo incondicionado (El), como una comida o un ligero shock eléctrico, tanto en
animales (Bakin y col, 1996; Bakin y Weinberger, 1990; Galvan y Weinberger, 2002;
Kisley y Gerstein, 2001; Maho y col., 1995; Weinberger y col., 1993) como en humanos
(Molchan y col., 1994; Morris y col., 1998; Schreurs y col., 1997). Los cambios en los
mecanismos intracelulares, en la eficacia sinaptica y en la conectividad entre neuronas
propios de la plasticidad (Kilgard y col., 2002) no sélo se manifiestan en aumentos de la
respuesta celular sino también en cambios en la organizacién de la corteza. En este

sentido, varios estudios de condicionamiento clasico, en los que se utilizaba como EC un
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tono de una determinada frecuencia, mostraron que este aprendizaje generaba un
aumento del area del mapa tonotépico de la corteza auditiva primaria que respondia
especificamente al EC utilizado, disminuyendo paralelamente la representacion cortical
de otros tonos de diferentes frecuencias acusticas (Recanzone y col., 1993; Weinberger y
col., 1990).

Diversas evidencias experimentales sefialan al sistema colinérgico como
mediador de los procesos de plasticidad descritos. Por ejemplo, se ha observado que la
administracion directa de ACh en la corteza somatosensorial (Delacour y col., 1990;
Metherate y col., 1987) o en la auditiva primaria (Ji y col., 2001; Metherate y col., 1990;
Weinberger, 1995, 1998) genera aumentos en las respuestas de las neuronas de dichas
cortezas o en el area del campo receptor cortical (Delacour y col., 1990) ante el EC
utilizado en cada estudio. Estos efectos son bloqueados por la administracion de
atropina, lo que indica que la ACh ejerce sus funciones a través de la interaccion con

receptores muscarinicos.

Gracias a los experimentos enmarcados en esta linea de investigacion se han
podido determinar las principales propiedades fisiolégicas de la plasticidad neuronal
inducida por paradigmas de aprendizaje asociativo observada en los campos receptores
de la corteza (Galvan y Weinberger, 2002; Weinberger, 1998, 2003). Asi, se ha
observado que la plasticidad es asociativa, es decir, requiere de la asociacion contingente
entre estimulos (Bakin y col., 1992), es altamente especifica respecto al EC utilizado en
el aprendizaje (Bakin y Weinberger, 1990), presenta la capacidad de discriminar entre
estimulos (Bakin y col., 1996; Edeline y col., 1990; Edeline y Weinberger, 1993), se
desarrolla rapidamente (Edeline y col., 1993) e induce cambios que se consolidan y se
mantienen a largo plazo (Edeline y Weinberger, 1993; Galvan y Weinberger, 2002;
Weinberger y col., 1993).
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2.6.2.2. Plasticidad cortical inducida por la estimulacion eléctrica del NBM

Los estudios comentados en el apartado anterior [ver apartado 2.6.2.1.] han sido
relevantes no soélo por la constatacion de que el aprendizaje comporta plasticidad
sinaptica, sino también porque han sentado las bases tedricas y metodologicas para
evaluar la implicacion del NBM y del sistema colinérgico en procesos de plasticidad

cortical.

Asi, un estudio electrofisiolégico (Maho y col., 1995) mostré que en un
condicionamiento clasico, en el que se asociaba un tono acustico con un ligero shock
eléctrico, la tasa de respuesta de las células del NBM aumentaba significativamente ante
la presencia del EC con anterioridad al desarrollo de plasticidad en la corteza auditiva
primaria. Esto sugiere que los cambios en el NBM podrian considerarse como un
elemento causal de la plasticidad observada en el campo receptor cortical. Por otro lado,
Oh y col., (1996) aportaron evidencias claras sobre la implicacion del sistema colinérgico
al comprobar que las neuronas del NBM que proyectan a la corteza auditiva primaria
incrementaban selectivamente la transcripcion del gen para el enzima de la sintesis de la

ACh (colina acetiltransferasa) durante un condicionamiento clasico.

Por lo tanto, partiendo del supuesto de que el NBM esta criticamente implicado en
ciertos tipos de plasticidad inducida por el aprendizaje, diversos autores utilizaron un
paradigma experimental en el que se activaba artificialmente esta estructura, evaluando
un modelo de condicionamiento. El paradigma consistia en asociar un determinado
estimulo sensorial (EC) con la activacién del NBM mediante EIC (El) aplicada antes o
después de la presentacién del EC, fundamentalmente en animales anestesiados (Bakin
y Weinberger, 1996; Edeline y col., 1994a, b; Miasnikov y col., 2001; Rasmusson y
Dykes, 1988; Verdier y Dykes, 2001; Webster y col., 1991), aunque también en libre
deambulacién (Bjordahl y col., 1998; Dimyan y Weinberger, 1999; Hars y col., 1993;
Kilgard y Merzenich, 1998; Kilgard y col., 2001; McLin Il y col., 2002a, b, 2003). En estos
estudios se utilizaron tanto estimulos acusticos como tactiles, evaluando posteriormente
los cambios plasticos en la corteza primaria auditiva o somatosensorial, respectivamente

[ver figura 2.6.1.].
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Figura 2.6.1.: Ejemplo de disefio experimental utilizado en los paradigmas de asociacion entre un estimulo
sensorial y la EIC del NBM, aplicada antes (como ilustra la figura) o después del estimulo. (A) Seccién
coronal de un cerebro de rata, correspondiente a la coordenada 1.30 mm posterior a Bregma, que muestra la
localizacion de los electrodos de estimulacion en el NBM (adaptado de Verdier y Dykes, 2001). (B) Esquema
de las principales fases del procedimiento experimental: 1. Linea base: registro de los potenciales evocados o
del area cortical sensible al estimulo sensorial que sera utilizado en el condicionamiento; 2. Tratamiento:
ensayos de emparejamiento entre la EIC del NBM y la presentacion del EC; 3. Fase de prueba: presentacion
del EC (sin la EIC) y registro de las mismas medidas realizadas en la primera fase [EC: estimulo
condicionado; EIC: estimulacion eléctrica intracraneal].

Todos los trabajos recogidos en la tabla 2.6.1. muestran resultados que van en la
misma linea que los observados en los estudios de plasticidad inducida por el aprendizaje
comentados en el apartado anterior [ver 2.6.2.1.]. Los primeros estudios en mostrar que
la estimulacion del NBM puede inducir procesos de plasticidad se llevaron a cabo
utilizando la estimulacion tactil como EC (Rasmusson y Dykes, 1988; Tremblay y col.,
1990; Webster y col.,, 1991), no obstante, el porcentaje mas elevado de trabajos
existentes en la literatura cientifica corresponden a los que evaliuan la plasticidad

mediante la asociacion de un estimulo acustico (Weinberger, 2003).

67



Antecedentes experimentales

AUTORES METODO RESULTADOS
ESTIMULO CONDICIONADO TACTIL = REGISTRO EN CORTEZA SOMATOSENSORIAL PRIMARIA
Rasmusson y Dykes, ) 1 potenciales evocados
1988 EIC-NBM + EC - Duracién maxima de 4.5 h.

1 potenciales evocados

‘ EIC-NBM + EC - Duracion maxima de 1 h.

Tremblay y col., 1990 - Administracién de atropina

- Bloqueo por atropina
Webster y col., 1991 - EIC-NBM + EC 1 potenciales evocados
- Duracién méxima de 50 min.
-EIC-NBM + EC 1 potenciales evocados
Verdier y Dykes, 2001 - Administracién de MK-801 (antagonista NMDA) (i.p.) - Duracién maxima > 2 h.
- Administracién de L-NAME (inhibidor del ONS) (i.v.) - Bloqueo por ambas sustancias

ESTIMULO CONDICIONADO ACUSTICO > REGISTRO EN CORTEZA AUDITIVA PRIMARIA

1 potenciales evocados

Hars y col., 1993 : ElC'N.EfM +EC . - Duracién maxima de 15 min.
- Administracion de atropina ;
- Bloqueo atropina
-EIC-NBM + EC

1 potenciales evocados con intensidad alta
- Duracién méxima > 15 min.
- Bloqueo por atropina

- Intensidad EIC alta - desincronizacién EEG
- Intensidad EIC baja = no desincronizacion
- Administracion de atropina

Edeline y col., 1994a

Edeline y col., 1994b : EIC-N.B’M +EC . 1 potenciales evochos
- Administracion de atropina - Bloqueo por atropina
Bakin y Weinberger, 'EC + EIC-NBM 1 potenciales evocados

- Duracién maxima de 30 min.

1996 - Administracién de atropina X
- Bloqueo por atropina
. ] . 1 potenciales evocados
Bjordahl y col., 1998 EC + EIC-NBM - Duracién méaxima de 24 h.
Kilgard ﬁghgzme”'d" -EIC-NBM + EC / EC + EIC-NBM 1 del area cortical sensible al EC
Dimyan y Weinberger, ) ! 1 potenciales evocados
1999 EC + EIC-NBM . Duracion méxima de 60 min.
Kilgard y col., 2001 “EC + EIC-NBM 1 del &rea corycql senmblg a determinadas
variaciones acusticas
Miasnikov y col., 2001 : EC + I.E,IC-NBM ' 1 potenciales evochos
- Administracion de atropina - Bloqueo por atropina
MEDIDAS CONDUCTUALES
McLin lll'y col., 2002a, EC (tono) + EIC-NBM - Cambios en EEG, tasa cardiaca y

2003 respiracion ante el EC

Tabla 2.6.1.: Efectos de la asociacion de un estimulo sensorial con la EIC del NBM aplicada antes o después
del EC, asi como también los efectos generados por la administracion de determinadas sustancias. [EC:
estimulo condicionado; EEG: electroencefalograma; EIC: estimulacién eléctrica intracraneal; i.p.:
administracion intraperitoneal; i.v.: administracién intravenosa; NBM: nucleo basal magnocelular; ONS: 6xido
nitrico sintasa; 1: incremento].

Uno de los efectos mas comunmente observado en los estudios expuestos en la
tabla anterior es el aumento significativo en los potenciales evocados que tiene lugar en
las neuronas corticales ante la presentacion del EC utilizado en el paradigma de
condicionamiento [ver figura 2.6.2.]. Este dato ha sido interpretado por los diferentes
autores como resultado de un fortalecimiento de las conexiones sinapticas que conducen
la informacion referente al tipo de estimulo utilizado en el experimento (Rasmusson,
2000; Verdier y Dykes, 2001). Ademas, en esta facilitacion la ACh parece estar implicada

de forma critica, ya que la administracion de atropina bloquea dicho efecto (Bakin y
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Weinberger, 1996; Edeline y col., 1994a, b; Hars y col., 1993; Miasnikov y col., 2001;
Tremblay y col., 1990).
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Figura 2.6.2.: Grafica que muestra la superposicion de ondas registradas por un osciloscopio
correspondientes a los potenciales evocados por un estimulo tactii (EC) utilizado en el paradigma
experimental. (A) Sujeto control (no asociacion de la EIC del NBM con el EC). (B) Onda registrada con la
presentacion del EC 3 minutos después del emparejamiento y (C) 50 minutos después. Estos resultados
sugieren que los cambios generados por la activacion del NBM se mantienen a largo plazo [EC: estimulo
condicionado; EIC: estimulacion eléctrica intracraneal]. Adaptado de Webster y col., 1991.

Por otro lado, cuando los cambios en la respuesta neuronal se evaluan en
multiples regiones a lo largo de la corteza sensorial, con el objetivo de determinar la
superficie del area cortical que responde al estimulo presentado, se observa una notable
expansion del area siendo, en algunas ocasiones, el doble del tamano original (Kilgard y
Merzenich, 1998) [ver figura 2.6.3.]. Esto sugiere que la induccion de plasticidad por
medio de la activacion artificial del NBM también se traduce en procesos de
reorganizacion de la corteza sensorial, la ocurrencia de los cuales puede ser bloqueada
por la lesién selectiva del NBM. En este sentido, un estudio reciente (Conner y col., 2003)
ha constatado que la lesion selectiva de las neuronas colinérgicas del NBM no sdlo
deteriora la adquisiciéon de una determinada tarea -en este caso, de tipo motriz y no
asociativa-, sino que también impide que tengan lugar los procesos de reorganizacion
cortical observados en los sujetos de control. Los datos de este estudio proporcionan
evidencias que sugieren que la integridad de las neuronas colinérgicas del NBM es
necesaria para inducir procesos de plasticidad cortical y, por ende, posibilitar el

aprendizaje de determinadas tareas.
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Figura 2.6.3.: Organizacion topografica y reorganizacion de la corteza auditiva primaria de una rata tras un
paradigma de asociacion entre un tono y la EIC del NBM. (A) Mapa representativo de una rata control que
muestra la organizacién normal de la corteza para diferentes frecuencias acusticas. Cada poligono
representa el lugar de penetracion de cada uno de los microelectrodos de registro. El color indica la
frecuencia 6ptima de cada zona registrada. Las regiones marcadas de azul mas claro indican los campos
receptores sensibles a la frecuencia de un tono de 9 Hz. Escala: 0.25 mm. (B) Grafica que ilustra cada uno de
los campos receptores de procesamiento de una frecuencia acustica determinada, asi como la extension
correspondiente a cada campo. (C) Mapa representativo de una rata experimental que muestra la
reorganizacion cortical tras 4 semanas de asociacion de un tono de 9 Hz y la EIC del NBM. (D) Grafica que
ilustra el incremento en el tamafo del campo receptor correspondiente al procesamiento de tonos de
alrededor de 9 Hz de frecuencia como consecuencia de la activacion del NBM. Adaptado de Kilgard y
Merzenich, 1998.

2.6.2.3. Variables que influyen en la plasticidad inducida por la estimulacion

eléctrica del NBM

Los resultados descritos hasta el momento son bastante consistentes a lo largo de
los diferentes estudios ya que se observan bajo distintas condiciones experimentales,
como por ejemplo, la utilizacion de un EC tactil o auditivo, sujetos anestesiados o
despiertos, numero de ensayo variable o la aplicacion de la EIC del NBM antes o
después del EC. Sin embargo, gracias, precisamente, a las diferentes modificaciones
experimentales también se ha podido comprobar que la inducciéon de plasticidad en la
corteza sensorial por la asociacién de un EC con la EIC del NBM puede verse influida por

una serie de variables entre las que se pueden destacar las comentadas a continuacion.

Una de las condiciones necesarias para que tengan lugar los procesos de
plasticidad es que debe haber una asociacion contingente entre el EC y la EIC del NBM,
ya que se ha comprobado que si ambas variables se presentan por separado o de forma

no asociada no se activan los mecanismos necesarios subyacentes a la plasticidad
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neural (Bakin y Weinberger, 1996; Edeline y col., 1994a; Kilgard y Merzenich, 1998;
McLin Il y col., 2002a, 2003; Rasmusson y Dykes, 1988; Verdier y Dykes, 2001; Webster
y col., 1991). Esta condicidon también era necesaria en el caso de la plasticidad inducida
por un proceso natural de aprendizaje [ver apartado 2.6.2.1.]. De hecho, la plasticidad
inducida por la EIC del NBM presenta las mismas caracteristicas que la observada en
situaciones de aprendizaje asociativo (Weinberger, 2003). Por ejemplo, es un tipo de
plasticidad especifica, propiedad que ha sido constatada por el hecho de que las mayores
respuestas neuronales (Hars y col., 1993; Rasmusson y Dykes, 1988; Tremblay y col.,
1990; Verdier y Dykes, 2001; Webster y col., 1991; Weinberger, 2003) y conductuales
(McLin Il y col.,, 2002a, 2003) son generadas por el EC utilizado en el paradigma
experimental. También es discriminativa, propiedad observada en tareas de
discriminacion entre dos tonos en el que uno de ellos se asocia con la EIC del NBM
mientras que el otro se presenta solo (Bakin y Weinberger, 1996; Dimyan y Weinberger,
1999; Kilgard y Merzenich, 1998; McLin Ill y col., 2002a, 2003; Miasnikov y col., 2001).
Puede ser inducida rapidamente, incluso en una unica sesién de 30 ensayos (Dimyan y
Weinberger, 1999) y también se observa consolidacién, es decir, un mantenimiento a
largo plazo en el incremento de las respuestas neuronales sin necesidad de un
entrenamiento adicional (Bjordahl y col., 1998; Dimyan y Weinberger, 1999; Rasmusson y
Dykes, 1988; Verdier y Dykes, 2001).

En referencia a las caracteristicas de la EIC, los estudios planteados hasta el
momento han utilizado parametros ligeramente diferentes, como queda reflejado en la
tabla 2.6.2. A pesar de ello, la activacién inducida en el NBM en cada uno de estos
experimentos posibilité la induccibn de procesos de plasticidad neuronal. Para
proporcionar una explicacion en este sentido, los diversos autores se han basado en la
estrecha relacion existente entre la activacion cortical, evaluada por la desincronizacion
del EEG, y los procesos de plasticidad neuronal. Asi, los pardmetros de EIC que se
utilizan para activar el NBM en este tipo de experimentos suelen ser aquellos que
previamente se ha comprobado que provocan desincronizacion del EEG cortical (Bjordahl
y col.,, 1998; McLin Ill y col.,, 2002a). Dos de los estudios que han proporcionado
evidencias mas claras en este sentido son los realizados por Bjordahl y col. (1998) y
Edeline y col. (1994a), los cuales demostraron que la plasticidad neuronal solamente era

posible inducirla mediante una estimulacion que generase desincronizacién cortical.
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roes | PRECLENCIA [ oupacon [ FRECLENCIA | DURACON | revsing
INDUCCION DE PROCESOS DE PLASTICIDAD CORTICAL
Bjordahl y col., 1998 200 Hz 0.2ms 1Hz 500 ms 100-400 pA
Dimyan y Weinberger, 1999 200 Hz 0.2ms 1Hz 500 ms 50-500 A
Miasnikov y col., 2001 100 Hz 0.2ms 1Hz 100-600 ms 200-500 pA
McLin Ill'y col., 2003 100 Hz 0.2ms 1Hz 200 ms 80-105 uA
DESINCRONIZACION DEL EEG CORTICAL
Bakin y Weinberger, 1996 200 Hz 0.2ms 1Hz 500 ms 150-500 YA
MecLin Ill'y col., 2002b 100 Hz 0.2ms 1Hz 200 ms 50-100 pA
Golmayo y col., 2003 100 Hz 0.3ms 1Hz 200 ms 20-200 pA
LIBERACION DE ACh CORTICAL

Rasmusson y col., 1992 100 Hz 1ms 1Hz 180 ms 2 A

Jiménez-Capdeville y col., 1997 100 Hz 0.2ms 1Hz 100-500 ms 400-500 pA

Tabla 2.6.2.: Ejemplo de los parametros de EIC utilizados en algunos de los experimentos que han
demostrado efectos a nivel cortical como la induccién de plasticidad, desincronizacion del EEG o aumentos
en la liberacion colinérgica, tras la estimulacion del NBM.

Una de las variables procedimentales que merece especial atencion es el
momento en el que se administra la EIC del NBM. Los datos indican que la aplicaciéon de
la estimulacion antes o después de la presentacién del EC no parece ser una variable
clave ya que los resultados obtenidos con ambas aproximaciones metodoldgicas son
similares (Kilgard y Merzenich, 1998). Sin embargo, la relevancia de este aspecto no
radica tanto en los resultados sino mas bien en la interpretacion de éstos. Los autores
que en sus experimentos estimulan el NBM antes de la presentacion del EC parten del
supuesto de que la facilitacion observada en las respuestas neuronales de la corteza
sensorial depende, en gran parte, del aumento en la liberacién de ACh cortical como
consecuencia de la activacion del NBM, facilitacion que, ademas, puede ser mantenida
durante un cierto tiempo (Weinberger, 1998). Asi, el estado neural de la corteza cerebral
en el momento en que tiene lugar la presentacion del estimulo sensorial puede actuar
como un factor que sefala la importancia conductual del estimulo presentado, facilitando
en consecuencia el procesamiento de la informacién y posibilitando cambios a largo plazo
(Edeline y col., 1994b; McLin Ill y col., 2002a, 2003). Por otro lado, los grupos de
investigacion que estimulan el NBM ftras la presentacion del EC plantean una hipétesis
alternativa aunque no excluyente a la anterior. En este tipo de experimentos, la EIC del
NBM es utilizada como sustituto de un reforzador o de un estimulo aversivo -por ejemplo,
una comida o un shock eléctrico, respectivamente-. La liberacién fasica adicional de ACh,
generada por la activacion del NBM tras la presentacién del EC, podria indicar a la
corteza cerebral que un evento importante acaba de tener lugar y, en consecuencia,

promover su almacenamiento (Weinberger, 1998). Por lo tanto, el aumento de los
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potenciales evocados observado ante los estimulos asociados a la EIC del NBM es
interpretado como que la estimulacion ha ejercido un papel sefalizador de la relevancia
de dichos estimulos favoreciendo, en consecuencia, mecanismos de procesamiento y
plasticidad neural a largo plazo (Dimyan y Weinberger, 1999; Kilgard y Merzenich, 1998;
Weinberger, 1998).

En resumen, ambos planteamientos presentan hipétesis complementarias ya que
coinciden en atribuir al sistema colinérgico del NBM la funcion de sefalar aquellos
estimulos con caracteristicas significativas para el sujeto, facilitando la induccion de
procesos de plasticidad neuronal a largo plazo que, en Ultima instancia, facilitarian
también tanto la adquisicion y procesamiento de la informacién como el almacenamiento
de ésta (McLin Ill y col., 2003; Weinberger, 1998, 2003).

2.6.3. Mecanismos de induccion de la plasticidad cortical

Actualmente, los mecanismos celulares concretos por los que la EIC del NBM
genera los procesos de plasticidad neuronal descritos son en gran parte desconocidos. A
pesar de ello, la ACh parece ser el principal neurotransmisor implicado en la induccién de
los cambios plasticos corticales en los trabajos comentados. Estas evidencias se

exponen de forma esquematica en la tabla 2.6.3.

AUTORES METODO
Metherate y col., 1987

RESULTADOS

Delacour y col., 1990

Metherate y col., 1990

Weinberger, 1995; 1998

Jiy col., 2001

Administracion cortical de ACh

1 potenciales evocados ante el EC

s

- Blogueo por atropina

Casamenti y col., 1986

Kurosawa y col., 1989a, b

Rasmusson y col., 1992

Jiménez-Capdeville y col., 1997

Metherate y Ashe, 1991

Bakin y Weinberger, 1996

Golmayo y col., 2003

EIC del NBM

1 liberacion de ACh cortical

- Bloqueo de la desincronizacion del

EEG por atropina

Hars y col., 1993

Edeline y col., 1994a, b

Bakin y Weinberger, 1996

Miasnikov y col., 2001

Asociacion EC + EIC del NBM

1 potenciales evocados ante el EC

a

- Bloqueo por atropina

Tabla 2.6.3.: Efectos de diversas manipulaciones del sistema colinérgico sobre variables como los
potenciales evocados ante la presentacion de determinados estimulos, la desincronizaciéon del EEG cortical o
los niveles de liberacion de ACh en la corteza cerebral.
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Para dar respuesta a la cuestion de como la ACh induce tal plasticidad, en la
actualidad no existen evidencias definitivas al respecto aunque si se han planteado
diversas hipétesis explicativas. Rasmusson (2000) destaca basicamente dos posibles
alternativas: por un lado, indica que diversos investigadores (Dykes, 1997; Verdier y
Dykes, 2001; Woolf, 1996) han sugerido que la ACh puede ejercer un papel como agente
permisivo, es decir, proporcionar las condiciones neurales necesarias para que tenga
lugar la plasticidad cortical. Para ilustrar esta hipotesis, diferentes autores hacen
referencia a la interaccién funcional existente entre la accién de la ACh sobre los
receptores muscarinicos postsinapticos y la activacion de los receptores NMDA del
glutamato, relacionados con la potenciaciéon a largo plazo (Harvey y col., 1993; Jones y
col., 1999; Lucas-Meunier y col., 2003; Martin y col., 2000; Rasmusson, 2000; Verdier y
Dykes, 2001; Woolf, 1996, 1998). La apertura del canal de calcio acoplado al receptor
NMDA requiere de la combinacion de dos elementos: la union del glutamato y un nivel de
despolarizacion postsinaptico suficientemente elevado como para que el i6n de magnesio
desbloquee el canal (Cooper y col., 2003; Edwards, 1995). En este sentido, la ACh podria
actuar como agente facilitador, probablemente mediante una accién despolarizadora de
la neurona postsinaptica (Harvey y col., 1993; Jones y col., 1999; Lucas-Meunier y col.,
2003; Martin y col., 2000; Woolf, 1996, 1998). De esto modo, las sefiales excitadoras
procedentes de inputs sensoriales podrian generar mas facilmente la apertura de los
canales del receptor NMDA induciendo, en ultima instancia, una facilitacion a largo plazo
de las respuestas neuronales ante tales estimulos sensoriales (Verdier y Dykes, 2001).
Este parece ser el mecanismo mas probable, aunque también se ha planteado que la
ACh podria facilitar la plasticidad mediada por los receptores NMDA a través de la
regulacion presinaptica del neurotransmisor liberado (Aoki y Kabak, 1992; Broide y Leslie,
1999; Gray y col., 1996; Linster y col., 2003; Lucas-Meunier, 2003). La hipétesis de la
interaccion entre ACh y receptores NMDA como posible mecanismo implicado en la
plasticidad sinaptica a largo plazo ha recibido un importante apoyo experimental
procedente de estudios como el de Verdier y Dykes (2001), quienes comprobaron que el
aumento de la liberacién de ACh inducida por la activacién del NBM puede ser impedida

por la administracién de MK-801, bloqueador de los receptores NMDA.

No obstante, a pesar de que actualmente esta ultima hipotesis es la que esta
recibiendo mayor apoyo cientifico, también existen datos a favor de una hipétesis
alternativa, es decir, concebir la liberaciéon de ACh cortical como un proceso inductor de
plasticidad independiente del mecanismo del receptor NMDA. En este sentido, varios
estudios han demostrado que la ACh puede inducir determinados procesos plasticos ante

la presencia de antagonistas del receptor NMDA (Auerbach y Segal, 1994, 1996).
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En relacion a las diversas hipotesis planteadas, otros autores sugieren que la
accion de la ACh sobre los receptores muscarinicos podria ser critica fundamentalmente
en procesos de adquisicion de informacion nueva, mientras que la implicacion de
receptores NMDA estaria basicamente relacionada con la consolidacion de dicha
informacién (Ferreira y col., 2002; Gutiérrez y col., 1999c; Martin y col., 2000; Woolf,
1998). En este sentido, un estudio reciente en el cual el bloqueo de los receptores NMDA
de la corteza mediante APS, aplicado antes de la presentacién del sabor nuevo en un
paradigma de ACG, impide la memoria a largo plazo de dicha tarea sin provocar deterioro
alguno en la memoria a corto plazo. Por el contrario, la administracion intracortical de
escopolamina, antagonista muscarinico, antes del nuevo sabor evita tanto la memoria a

corto plazo como a largo plazo (Ferreira y col., 2002).

En definitiva, las diferentes hipdtesis no parecen plantear alternativas mutuamente
excluyentes sino que, como sugiere Rasmusson (2000), lo mas probable es que en una
misma sinapsis actie mas de un mecanismo para que, finalmente, tengan lugar los
procesos de plasticidad neural subyacentes a funciones cognitivas como el aprendizaje o
la memoria. En cualquier caso, parece que para iniciar dichos mecanismos es necesario
que la cantidad de ACh disponible a nivel cortical exceda un determinado umbral. Los
autores que plantean esta hipotesis se basan en el hecho de que las neuronas del NBM
presentan una actividad espontanea (Détari y col.,, 1997; Détari y Vanderwolf, 1987;
Nuhez, 1996) y, en consecuencia, una liberacién colinérgica ténica en la corteza
(Jiménez-Capdeville y Dykes, 1996; Rasmusson y col., 1992, 1994), aspectos que
podrian considerarse aparentemente contradictorios con el papel de la ACh como
inductora de procesos plasticos. Un dato a favor es que la duracién del incremento en la
respuesta neuronal a un tono en la corteza auditiva primaria aumenta con la intensidad
de la EIC del NBM vy, presumiblemente, por la mayor cantidad de ACh liberada (Edeline y
col., 1994a).

Por otro lado, los diversos investigadores que han utilizado el paradigma de
asociacion entre un estimulo sensorial y la EIC del NBM también se plantean la cuestion
de cuadles son los circuitos neurales que se activan para inducir los procesos de
plasticidad cortical observados con dichos paradigmas (Cruikshank y Weinberger, 1996;
Rasmusson, 2000). En la mayoria de estos estudios, se considera como explicacion mas
probable que la induccion de plasticidad sinaptica es posible gracias a la convergencia a
nivel cortical del incremento de los niveles de ACh, generado por la EIC del NBM, y el
input de informacién del estimulo sensorial procedente del talamo (Dimyan y Weinberger,
1999; Metherate y Ashe, 1991, 1993; Rasmusson y Dykes, 1988) [ver figura 2.6.4.].
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A. Situacion previa al

B. Condicionamiento

C. Presentacion del EC

condicionamiento clasico + EIC del NBM
CORTEZA AUDITIVA CORTEZA AUDITIVA CORTEZA AUDITIVA
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Figura 2.6.4.: Autores como Dimyan y Weinberger (1999) plantean que en un hipotético condicionamiento
entre un tono (EC) y un estimulo aversivo como un shock eléctrico (El), la plasticidad sinaptica podria ser
inducida de la siguiente manera: (A) previamente al condicionamiento, el input cortical del estimulo acustico
genera un determinado nivel de respuesta en la corteza auditiva primaria. (B) Durante el condicionamiento, el
input del EC y del El convergerian en el tdlamo. Tras diversos ensayos de asociacion, las respuestas del
talamo ante el EC se incrementarian significativamente, lo cual podria activar al NBM -directamente o a
través de la ABL-, produciendo un incremento en la liberacion de ACh cortical, incluyendo la corteza auditiva
primaria. En dicha corteza podria haber una convergencia entre las respuestas neuronales ante el EC y la
liberacion colinérgica, lo que induciria procesos de plasticidad sinaptica. (C) Este modelo predeciria que la
activacion del sistema colinérgico del NBM mediante EIC, como un sustito del El, asociado a la presentacion
de un EC podria generar plasticidad y, por lo tanto, favorecer procesos cognitivos. [ABL: amigdala
basolateral; ACh: acetilcolina; EC: estimulo condicionado; El: estimulo incondicionado; EIC: estimulacion
eléctrica intracraneal; NBM: nucleo basal magnocelular].

Finalmente y a pesar de que la implicacién del sistema colinérgico en la
modulacion de los procesos de activacidn y de plasticidad cortical parece ser un hecho
bien establecido, autores como Kilgard y Merzenich (1998) o Rasmusson (2000)
consideran que plantear explicaciones centradas exclusivamente en la neurotransmision
colinérgica del NBM puede ser excesivamente simplista. En las proyecciones corticales
procedentes del NBM existe un importante componente GABAérgico que desempeia una
funcién paralela a la de la ACh en la regulacién de la activacién cortical (Gritti y col.,
1997, 2003; Jiménez-Capdeville y col., 1997). En este sentido, Dykes (1997) sugirié que
la modulacién que el NBM puede ejercer sobre la corteza podria llevarse a cabo, en
primer lugar, por la desinhibicion GABAérgica de interneuronas corticales seguida,
posteriormente, por los efectos excitadores de la ACh de desarrollo mas lento. Ambos
procesos actuarian de forma sinérgica promoviendo un estado prolongado de excitacion
neuronal durante el cual la transmisién de informacion sensorial se veria
significativamente facilitada, gracias probablemente a la implicaciéon de receptores NMDA
(Verdier y Dykes, 2001). Por lo tanto, el GABA, junto con otros neurotransmisores
posiblemente presentes en las proyecciones corticales, como el glutamato (Henny y col.,
2002; Manns y col.,, 2001), podrian contribuir en procesos de plasticidad neuronal

inducidos por la activaciéon del NBM mediante EIC.
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lll. TRABAJO EXPERIMENTAL

Tal y como se ha comentado en el apartado Planteamiento y objetivos generales,
diversos trabajos realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la estimulacion
eléctrica de estructuras neurales (HL y PF) involucradas en sistemas de neuromodulacion
generadores de arousal cortical facilita los procesos de aprendizaje y memoria de tareas
como la EV2. Ademéds, datos procedentes de trabajos realizados por otros grupos de
investigacion sefalan que la EIC del NBM genera una serie de efectos neurofisiolégicos
(activacion cortical y amigdalar, liberaciéon de ACh e induccion de plasticidad neural) que
sugieren la implicacion de esta estructura en procesos de aprendizaje y memoria [ver
apartados 2.1. y 2.6.]. En este contexto, es plausible suponer que la estimulacion del
NBM durante momentos criticos del proceso de aprendizaje pueda dar a lugar a efectos
facilitadores, en este caso, de la tarea de condicionamiento de EV2. En consecuencia, en
el primer experimento de la presente tesis doctoral nos planteamos evaluar los efectos de
la EIC del NBM aplicada post-entrenamiento sobre la retencion de la EV2, tanto a corto
como a largo plazo. En este experimento también se analiz6 la presencia de posibles
efectos diferenciales de la EIC del NBM en funcién del nivel de adquisicion basal
mostrado por los sujetos, ya que experimentos previos demuestran que la estimulacién
de estructuras moduladoras, como el PF (Guillazo-Blanch y col., 1999) y el HL (Aldavert-
Vera y col., 1996), favorece especialmente a animales con un nivel inicial de aprendizaje
bajo. Por otro lado, la contribucion concreta del NBM en funciones especificas como la
atencion, el aprendizaje, la consolidacion de la memoria y la recuperacion de la
informacién es en la actualidad objeto de gran controversia. En este sentido, el segundo
trabajo fue disefiado para evaluar los efectos de la EIC del NBM en la adquisicion, la
retencion y la recuperacion de la informacién del condicionamiento de EV2, aplicando el

tratamiento en momentos criticos del proceso de aprendizaje.
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1. EXPERIMENTO |

1.1. OBJETIVOS Y PROCEDIMIENTO

Los objetivos de este primer experimento se concretan en los siguientes:

= Evaluar los efectos de la EIC del NBM aplicada post-entrenamiento sobre la
retencion a las 24 horas o a los 11 dias en un paradigma masivo de

condicionamiento de EV2.

= Estudiar si el tratamiento muestra efectos diferenciales en funcion del nivel de

aprendizaje inicial de los sujetos.

Para ello, los sujetos de la muestra fueron asignados aleatoriamente a los
siguientes grupos experimentales: Control 24 horas, EIC-NBM 24 horas, Control 11 dias y
EIC-NBM 11 dias. La distribucion del niumero de sujetos obtenida se muestra en la

siguiente tabla:

Retencion a las 24 horas Retencion a los 11 dias
Control 9 (No-ICS 24 hours) 12 (No-ICS 11 days)
EIC-NBM 12 (NBM-ICS 24 hours) 9 (NBM-ICS 11 days)

El procedimiento llevado a cabo consistié en una primera sesién de entrenamiento
de 30 ensayos en la tarea de EV2 (sesién de adquisicién). Inmediatamente después, los
sujetos pertenecientes a los grupos EIC-NBM 24 horas y EIC-NBM 11 dias recibieron
tratamiento de estimulacién durante 20 minutos con los parametros indicados en el

siguiente esquema:

50 pulsos /0.5 ms
1 TREN
500 ms
< >
< 1000 ms >

FRECUENCIA DE PULSOS DURACION PULSO FRECUENCIA DE TRENES DURACION TRENES INTENSIDAD
100 Hz 0.5ms 1Hz 500 ms 60-90 pA
(25 ms ON / 475 ms OFF)
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Los sujetos de los grupos Control fueron también situados en la jaula de EIC

durante 20 minutos con el electrodo conectado pero sin recibir estimulacion.

Para evaluar el nivel de retencion, todos los sujetos recibieron otra sesién de 30
ensayos (sesion de retencién) bien 24 horas u 11 dias después de la sesiéon de
adquisicién, en funcion del grupo al que perteneciesen. La siguiente figura esquematiza el

procedimiento seguido en el experimento:

7 dias 24 h

Estereotaxia Adquisicion EIC == REeNCION Histologia

11 dias

das  adquisicion (¢ gic Retencign ... Histologia

Estereotaxia

Posteriormente, para evaluar los efectos de la EIC dependiendo del nivel basal de
aprendizaje, los sujetos de cada grupo se subdividieron en sujetos muy aprendedores
(good learners) y sujetos poco aprendedores (poor learners). Esta subdivisién se realizé a
partir de la media total de respuestas correctas mostradas por todos los sujetos de la
muestra en la primera sesion de adquisicion (= 8 evitaciones). Asi, los sujetos muy
aprendedores fueron los que realizaron un numero de evitaciones igual o superior a la
media general, y los sujetos poco aprendedores los que mostraron un numero de
respuestas correctas inferior a la media. Por lo tanto, considerando esta Ultima variable,
se obtuvo una muestra final constituida por 8 grupos con la distribucion del numero de

sujetos que muestra la siguiente tabla:

Sujetos muy Sujetos poco
aprendedores aprendedores
. Control 5 4
Retencién a las 24 horas
EIC-NBM 5 7
. , Control 8 4
Retencién a los 11 dias
EIC-NBM 3 6
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1.2. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Los principales resultados obtenidos en este experimento son los siguientes:

= Los sujetos estimulados en el NBM mostraron un mayor incremento de respuestas
correctas entre la sesién de adquisicion y la de retencién respecto a los controles,

tanto si la retencién se evaluaba a las 24 horas como a los 11 dias.

= El efecto facilitador de la EIC administrada post-entrenamiento fue especialmente
efectivo en los sujetos poco aprendedores independientemente de si la retencion

se realizaba a las 24 horas o0 a los 11 dias.

Es importante destacar que los analisis estadisticos no mostraron efectos de la
estimulacién en la actividad locomotriz durante las sesiones de entrenamiento, ni en las
latencias de evitacion y huida del shock eléctrico, variables que podrian haber interferido

sobre los efectos del tratamiento.

En definitiva, estos resultados muestran que el tratamiento de EIC del NBM
administrado post-entrenamiento mejora tanto la retencion a corto (24 horas) como a
largo plazo (11 dias) de la tarea de EV2, especialmente en sujetos con un bajo nivel de
aprendizaje inicial, pareciendo no afectar a los que ya muestran un nivel elevado de
respuestas correctas en la sesion de adquisicion, debido probablemente a un efecto
techo. Estos resultados son comparables a los obtenidos en otros trabajos realizados en
nuestro laboratorio que muestran un efecto facilitador de la EIC del PF sobre la retencién
del condicionamiento de EV2 (Guillazo-Blanch y col., 1995; Sos-Hinojosa y col., 2000;
Vale-Martinez y col., 1998), asi como también un mayor efecto del tratamiento en los
sujetos con niveles bajos en la primera sesién de adquisicion de la tarea (Guillazo-Blanch
y col., 1999). No obstante, considerando que éste constituye el primer experimento que
evalla los efectos de la EIC del NBM directamente en tareas conductuales se hace
imposible poder comparar estos resultados con estudios previos similares. Asi, para dar
respuesta a la pregunta de como este tratamiento ejerce sus efectos facilitadores sobre la
retencion de la EV2 nos debemos basar en datos que muestran que la EIC de esta
estructura parece proporcionar condiciones fisiolégicas 6ptimas, tales como incremento
en la activacion de neuronas colinérgicas que generan arousal cortical, para producir los
cambios neurales necesarios para mejorar y/o fortalecer las conexiones nerviosas

subyacentes a los procesos de consolidacion de la memoria.
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Abstract

We studied the effects of post-training intracranial electrical stimulation of the nucleus basalis magnocellularis on two-way active
avoidance retention. After the acquisition, rats were stimulated for 20 min, and they were tested again after 24 h or 11 days. The treatment
improved memory consolidation, especially in animals with a low initial learning ability. These facilitative effects could be attributed to
an enhancement of cortical and/or amygdala activation, leading to an improvement in associative processes and/or cortical plasticity.

0 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved.
Theme: Neura basis of behavior

Topic: Learning and memory: systems and functions

Keywords: Memory; Basal Forebrain; Arousal

The basal forebrain (BF) consists of the cholinergic
neurons of the medial septum, the nuclel of the vertical and
horizontal limbs of the diagonal band of Broca, the ventral
pallidum, the magnocellular preoptic area, the substantia
innominata, and the nucleus basalis magnocellularis
(NBM) (for a review see [18,20]). The area has been
implicated in a variety of functions, including learning and
memory, attention, reward, sensory processing, neocortical
and limbic system activation (arousal) and the control of
cortical and hippocampal electroencephal ographic patterns
(for reviews see [2,17,19,20]). Some of those functions
have been associated with cholinergic neurons [5,15]
which provide the main cholinergic afferents to the cortex,
but it is now clear that GABAergic and peptidergic
neurons from the BF aso project to the cerebral cortex (for
a review see [18]). Most of the evidence for the in-
volvement of the BF in those functions comes mainly from
experiments studying the behavioral and/or electroence-
phalographic effects of lesions and stimulation of this

*Corresponding author. Tel.: +34-93-581-2899; fax: +34-93-581-
2001.
E-mail address: ignacio.morgado@uab.es (I. Morgado-Bernal).

region (for reviews see [11,15]). The lesion approach has
also generated substantial information about the possible
role played by the loss of BF neurons in Alzheimer's
Disease (for a review see [4]).

The intracranial electrical stimulation (ICS) of the BF
produces an increase in acetylcholine (ACh) release in the
neocortex, assessed by microdialysis [16]. Several studies
have explored the cortical plasticity following BF ICS,
showing that ACh can produce long-lasting increases in
neural responsiveness. Thus, pairing of BF stimulation
with peripheral stimulation of the skin or the presentation
of a tone produces an enhancement of the somatosensory
evoked potentials and facilitates auditory cortical responses
elicited by thalamic stimulation, respectively (for a review
see [15]). A recent study [3] has aso shown that BF ICS
induces discriminative receptive field plasticity (a candi-
date substrate of memory) in the auditory cortex caused by
presentation of reinforced but not nonreinforced con-
ditioned stimuli. In some studies, a long interval between
BF and periphera stimulation was used, suggesting that
the intracellular effects of ACh must persist for a much
longer time than might be expected [7]. As suggested by
some authors [8], BF neurons may also be important in

0006-8993/01/$ — see front matter [ 2001 Elsevier Science BV. All rights reserved.
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mediating cortical activation during active waking and
paradoxical sleep, which may facilitate processes of bind-
ing and plasticity occurring during these states.

Although the effects of NBM lesions on learning and
memory tasks are well documented, few studies have been
done evaluating the effects of NBM ICS on behavioral
processes such as learning. The purpose of the present
experiment, focused on memory consolidation, was: (a) to
determine the effects of the post-training electrical stimula-
tion of the NBM on the short-(24 h) and long-(11 days)
term retention of a massed two-way avoidance task, (b) to
ascertain whether exist differential effects depending on
the initial learning ability of the animals.

Sixty-five naive male Wistar rats (mean age 92.8 days,
S.E.=0.66; mean weight 442.3 g, S.E.=4.97) were im-

planted, under ketamine (90 mg/kg) and xylazine (8 mg/
kg) anaesthesia, with a monopolar stainless steel electrode
(150 pm in diameter) aimed at the NBM (AP: —1.30 mm
from bregma; L: +2.8 mm; and P: —7.6 mm, with the
cranium surface as dorsal reference) in the right hemi-
sphere [14]. The experiment was carried out in compliance
with the European Community Council Directive (86/609/
EEC) and the Generditat de Catalunya (DOGC 2073,
10/7/1995, DARP, protocol number 1565).

Following surgical recovery (7 days), animals were
trained in a massed session (30 trials) of a two-way active
avoidance task (acquisition session). Immediately before
the beginning of the first trial of the acquisition, the rats
received a 10-min adaptation period consisting of free
ambulation in the shuttle-box. The conditioned stimulus
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Fig. 1. Electrode tip locations for stimulated (NBM-ICS) and non-stimulated (No-I1CS) rats implanted in the nucleus basalis magnocellularis (B). Coronal
sections correspond to brain sites between —0.92 mm and —1.40 mm posterior to bregma. Each symbol refers to the number of animals with the electrode

tip placed at the site indicated in the section (® n=1; * n=2; B n=3).
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was a 60-dB and 1-KHz tone of 3 s duration. The
unconditioned stimulus was a 0.5-mA electrical footshock,
presented for a maximum of 30 s. The intertria interval
was 1 min (£10 9. Immediately after the training,
experimental rats were stimulated in the NBM for 20 min.
The electrical current consisted of square pulse trains with
atrain frequency of 1 Hz and 500 ms duration. Each train
consisted of 50 pulses of 0.5 ms duration each. The current
intensity employed was between 60 and 90 pA. Control
rats were placed in the same cage with the electrode clip
connected but they never received the ICS treatment. All
the rats received one additional avoidance session identical
to the acquisition, either 24 h or 11 days after (retention
session).

The histological analyses (cresyl violet) showed that the
electrodes were located along different brain sites ranging
from —0.80 mm to —2.12 mm posterior to bregma. In
order to homogenize the NBM region implanted, both
stimulated and control groups were made up of rats that
showed the electrode tracks located at least in one of the
following coordinates. —0.92 mm, —1.30 mm and —1.40
mm posterior to bregma [24 h groups: NBM-ICS (n=12)
and No-ICS (n=9); 11 days groups: NBM-ICS (n=9) and
No-ICS (n=12)]. Rats implanted outside the NBM (n=13)
and rats that showed the electrode tracks only in coordi-
nates posterior to —1.80 mm (n=10) were excluded from
the main analyses. Fig. 1 depicts the electrode tip locations
for stimulated and non-stimulated rats implanted at the
central region of the NBM.

Fig. 2 shows the mean number of avoidances during the
acquisition and the retention trials, and Fig. 3 shows the
mean increases in avoidances between both sessions. The
mixed factors MANOVA showed that the effects of the
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MEAN INCREASES IN AVOIDANCES

24 Hours 11 Days

Fig. 3. Mean increases in avoidances (+S.E.M.) between acquisition and
retention. *P<<0.05 vs. control.

ICS of the NBM depended on the session [ICSX
SESSION: F(1,38)=5.33, P<0.05)], regardless of the
time when the retention was evaluated [TIME; TIMEX
SESSION, ICSXTIMEXSESSION:NS]. Although all the
groups showed greater avoidance in the retention period in
comparison to the acquisition, this increase was higher in
the NBM-ICS groups [No-ICS groups. F(1,40)=18.79,
P<0.001; NBM-ICS groups: F(1,40)=60.07, P<<0.001].
An analysis of covariance also indicated differences among

30 ~

@ o5 ] O Acquisition
Lz) & Retention
3
o 20 -
>
< Fekok Jekk
w Kk
O 15 - T
m | 7
] 7 4
= 10 - / T / 2
= T % /ﬁ
= //
h / %

5 A ‘4
= / /ﬁ

4
O ﬁ T f T 1
No-ICS NBM-ICS No-ICS NBM-ICS
24 Hours 11 Days

Fig. 2. Mean number of avoidances (+S.E.M.) in the acquisition and retention sessions in the 24-h and 11-day groups. ***P<<0.001 vs. acquisition.
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groups in the retention due to the treatment, regardiess of
when retention was evaluated [ICS: F(1,37)=4.95, P<
0.05; Regression: F(1,37)=46.48, P<<0.001]. No statisti-
caly significant differences were detected between the
animals that were stimulated outside the NBM or in
coordinates posterior to —1.80 mm and the No-ICS.

To determine the role of the initial conditioning ability
of the animals in the effect of the ICS of the NBM, a
separate study was done. Rats were subdivided into two
groups depending on their performance in the acquisition
session: good learners (made equal or more avoidances
than the general mean avoidances) and poor learners (made
less than the general mean avoidances). There were
significant differences between the good- and poor-learn-
ing animals on the acquisition session [t(40)=8.101, P<
0.001]. The treatment was only effective in the poor
learners (Fig. 4), regardless of when retention was evalu-
ated, as detected by a MANOVA anadlysis [ICS: F(1,17)=
6.39, P<0.05; ICSXSESSION: F(1,17)=11.29, P<0.01].
In the poor learners, the between-group differences (stimu-
lated vs. control) were observed only in the retention and
not during the acquisition period [acquisition: NS; re-
tention: F(1,17)=9.33, P<<0.01]. The increase from the
acquisition to the retention was aso higher in the rats that
received the treatment in comparison to the control rats
[F(1,17)=11.29, P<0.01].

The number of crossings made during the 10 min of
adaptation to the apparatus and the intercrossings made
during the task were evaluated to rule out the non-
mnemonic variable of motor activity as a contributor to the
performance. The groups did not differ in the motor
activity in any case.

The results of this experiment show that post-training
ICS of the NBM improved both the short-(24 h) and
long-(11 days) term retention of the two-way active
avoidance task, especialy in the rats with a low initial
learning ability. The ICS of the NBM does not seem to
increase the retention in the good-learning rats, probably
due to a ceiling effect. These results are similar to those
observed in a previous study of our laboratory [6]. In this
last experiment, post-training ICS of the parafascicular
nucleus (PF) of the thalamus, which is aso related to
arousal systems, improved memory, depending on initia
learning level of the subjects.

Nevertheless, it is difficult to compare present data with
previous similar data, since studies with ICS have evalu-
ated mainly the immediated effects of NBM stimulation on
sensory cortical neurons and on long-lasting plasticity in
the topographic organization of these sensory cortices (for
a review see [15]). Those studies do not distinguish well
between ICS effects on acquisition and on memory con-
solidation. However, pharmacological studies support a
role of NBM in memory consolidation because post-train-
ing administration of severa pharmacological agents,
when microinjected into the NBM, can improve the
retrieval of several learning tasks [9,13].

How does NBM ICS facilitate memory? The ICS
parameters employed in the present research were similar
to those used in other studies, in which NBM ICS has
elicited a great increase in ACh release [16] (and for a
review see [15]). Therefore, it could be likely that the
increase in cortic ACh enhances thalamocortical
synapses, as seen in sensory cortex in most of the pairing
studies [15]. However, Rasmusson [15] states that an
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interpretation of cholinergic function in terms of a simple
function, such as sensory enhancement, is probably over-
simplistic. If, as suggested by other authors [17], choliner-
gic NBM neurons have a global role in arousal, NBM ICS
effects on memory may be related to an optima enhance-
ment in cortical activation during active waking, which
might facilitate associative and cortical plasticity during
consolidation processes. Although the enhancement of
cortical ACh is an important factor to explain our results,
the possible activation of other corticopetal neurons (prob-
ably GABAergic or noradrenergic) may also contribute to
them.

Another possibility, which does not exclude the hypoth-
esis of cortical activation, is that NBM ICS may exert its
actions by the stimulation of cells that activate the
amygdala. There is a large body of evidence showing that
post-training activation of the amygdala, especialy the
basolateral amygdala, which receives dense cholinergic
projections from the NBM [12], enhances retention [1,10].

In conclusion, post-training stimulation of the NBM
seems to potentiate memory consolidation of a two-way
active avoidance task, especialy in animals with a low
initial learning ability. More experiments are needed to
evaluate the effects of NBM ICS on other kind of learning
tasks and/or cognitive processes. Further studies may be
also necessary to test the use of NBM ICS as a treatment
to recover memory loss in experimental models of amnesia
(i.e. after brain lesions).
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2. EXPERIMENTO Il

2.1. OBJETIVOS Y PROCEDIMIENTO

A pesar de que la participacion del NBM en diversos procesos cognitivos es un
hecho confirmado, la literatura cientifica actual no ofrece un panorama claro sobre la
especifica implicacion de este ndcleo en funciones como la atencién, la adquisicion, el
almacenamiento de la informacion y la recuperacion de ésta. Mientras diversos autores
sugieren que el NBM es critico en la modulacion de los procesos de aprendizaje y
consolidacion de la memoria (Bailey y col.,, 2003; Bailey y Thomas, 2001; Berger-
Sweeney y col., 2000; Miranda y col., 2003; Power y col., 2003), otros supeditan dichas
funciones a su papel en la regulacion de la atencién (Himmelheber y col., 2001,
McGaughy y col., 1996; McGaughy y Sarter, 1998; Sarter y col., 2001, 2003). Ademas,
estudios recientes indican que el NBM parece no participar en los procesos de
recuperacion de la informacion ya adquirida (Gonzélez y col., 2000; Miranda y Bermudez-
Rattoni, 1999).

En este contexto, en el segundo experimento de la presente tesis, nos planteamos
investigar los efectos de la EIC del NBM aplicada en diferentes fases del proceso de
aprendizaje de la EV2. Concretamente los objetivos planteados en este experimento son

los siguientes:

» Evaluar los efectos de la activaciéon del NBM sobre la adquisicién de la tarea de
EV2, aplicando la estimulacion inmediatamente antes de la primera sesion de

entrenamiento (pre-adquisicion).

» Evaluar los efectos de la EIC sobre la retencion a las 24 y a las 48 horas después
de la primera sesién, administrando el tratamiento inmediatamente después la

sesidn de adquisicidn (post-adquisicion).

= Evaluar los efectos del tratamiento sobre la recuperacién de la informacion
adquirida administrando la EIC inmediatamente antes de la sesién de retencion de

las 24 horas (pre-retencion 24h).
» Estudiar si los cambios en determinados pardmetros del tratamiento de EIC

(aumento de la intensidad y la duracion), respecto al primer trabajo publicado,

potencia los efectos facilitadores.
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Para llevar a cabo los objetivos planteados, los sujetos fueron asignados

aleatoriamente a los grupos experimentales expuestos en la siguiente tabla, junto con la

distribucién de la muestra:

Pre-adquisicion
(Preacquisition ICS)

Post-adquisicion
(Postacquisition ICS)

Pre-retencién 24h
(Preretention 24-H ICS)

Control (Control)

7

12

8

EIC-NBM (NBM-ICS)

6

20

12

El procedimiento seguido en este trabajo consisti6 en una primera sesion de 30
ensayos de condicionamiento de EV2 (sesién de adquisicion), seguida por dos sesiones
de retencién a las 24 o a las 48 horas de esa primera sesion (sesion de retencién 24
horas y sesion de retencién 48 horas, respectivamente). Dado que las sesiones de
retencién son idénticas a la de adquisicion, es dificil discernir entre reaprendizaje y
retencion propiamente dicha. En este sentido, consideramos que la ejecucion mostrada
por los sujetos en el primer blogue de diez ensayos de la primera sesion de retencion es
la que proporciona mayor informacion sobre la retencién ya que refleja el nivel de

recuerdo que los sujetos mantienen de lo aprendido en la sesion anterior.

El tratamiento de EIC del NBM se llev6 a cabo justo antes de la primera sesion
(pre-adquisicion), inmediatamente después de ésta (post-adquisicidn) o justo antes de la
primera sesion de retencién (pre-retencion 24h), en funcién del grupo al que
perteneciesen los sujetos. Los parametros de la corriente eléctrica utilizada, en cuanto a
frecuencia y duracion de trenes y pulsos eléctricos, fueron idénticos a los utilizados en el
trabajo previo, en cambio, la intensidad de estimulaciéon se aument6 a 100 pA y el tiempo
del tratamiento a 30 0 a 45 minutos. El objetivo de estas modificaciones fue intentar
potenciar la facilitacion observada en el primer experimento, ya que diversos estudios han
mostrado que efectos como el porcentaje de aumento en la liberacién de ACh cortical, del
flujo sanguineo o el incremento en los potenciales evocados, pueden depender de
parametros de estimulacién como la duracién, la intensidad o la frecuencia de la corriente
eléctrica (Edeline y col., 1994a; Rasmusson, 2000; Sato y col., 2002). Los sujetos de
cada uno de los grupos experimentales fueron distribuidos aleatoriamente en cada una

de estas dos condiciones (30 minutos de EIC o 45 minutos de EIC).

De la misma manera que en el procedimiento seguido en el primer trabajo, los
sujetos de los grupos Control fueron situados en la jaula de EIC, en este caso, durante 30

0 45 minutos con el electrodo conectado pero sin recibir estimulacion.
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En el siguiente esquema se resume el procedimiento seguido con cada uno de los

grupos (EIC pre-adquisicion, EIC post-adquisicion y EIC pre-retencion 24h,

respectivamente):
Estereotaxia —/d1as EIC Adquisicion 240 Retenci6n 24h 24N Retencion 48h . Histologia
Estereotaxia —/dias_ Adquisicion EIC 240 Retencion 24h 241 Retencion 48h ... Histologia
Estereotaxia —/-dias | Adquisicion 24h, ElC Retencion 24h 24" Retencion 48h ... Histologia

2.2. RESUMEN DE LOS RESULTADOS

Los principales resultados obtenidos en este experimento son los siguientes:

» La EIC del NBM aplicada antes de la primera sesion de entrenamiento mejora
significativamente la adquisicion de la tarea de EV2, sin afectar las posteriores

sesiones de retencion.

» La estimulacion aplicada inmediatamente después de la sesion de adquisicion
dificulta ligeramente la ejecucion a las 24 horas, pero no a las 48 horas, cuando el

tratamiento es aplicado durante 45 minutos.

» La estimulacion del NBM antes de la primera sesion de retencion no provoca

ningun efecto en la ejecucién en ninguna de las dos sesiones de retencion.

Los andlisis estadisticos realizados indican que ninguno de estos resultados
puede ser atribuido a variables como la actividad locomotriz durante las sesiones de

entrenamiento o las latencias de evitacion y de huida del shock eléctrico.

En definitiva, estos resultados sugieren que la activacion del NBM parece
contribuir principalmente en los estadios iniciales del procesamiento de la informacion
(codificacion y/o mantenimiento de la informacién) mas que en fases posteriores

(consolidacion o recuperacion de la informacién). La facilitacion observada en la
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adquisicidon puede ser explicada por un aumento en los procesos y capacidades de
atencion, es decir, en la capacidad de detectar y seleccionar aquellos estimulos
significativos de la situacion de aprendizaje discriminandolos de los irrelevantes, procesos
en los que el NBM vy, fundamentalmente el sistema colinérgico, se hallan implicados
(Sarter y col.,, 2003). La ausencia de efectos en la recuperacién de la informacién,
resultado también obtenido en otros trabajos (Gonzalez y col.,, 2000; Miranda y
Bermudez-Rattoni, 1999; Walsh y col., 1998), supone un dato a favor de la hipétesis
segun la cual el NBM participa en los primeros estadios del aprendizaje siendo menos
critico cuando la tarea ya ha sido adquirida y, en consecuencia, los procesos
atencionales se hallan implicados en menor medida (Miranda y col., 2003; Orsetti y col.,
1996). Por otro lado, en el presente experimento, a diferencia del anterior, no se ha
observado un efecto facilitador de la EIC post-adquisicion sobre la retencion, sino mas
bien un deterioro en la ejecucién cuando se aplico el tiempo maximo de estimulacion (45
minutos). Esta diferencia podria ser explicada por el cambio en los pardmetros de EIC, lo
que sugiere que el periodo en el que tiene lugar la consolidacion de la memoria parece
mostrarse mas sensible a cambios en los parametros del tratamiento de estimulacién en

comparacion a los periodos de codificacion o de recuperacion de la informacion.
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2.3. PRESENTACION DEL TRABAJO

Montero-Pastor, A. Vale-Martinez, A., Guillazo-Blanch, G. & Marti-Nicolovius, M.
(2004). Effects of electrical stimulation of the nucleus basalis on two-way active

avoidance acquisition, retention, and retrieval. Behavioural Brain Research, (en

prensa).
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Abstract

This study assessed the role of the nucleus basalis magnocellularis (NBM) in specific memory phases of two-way active avoidance
conditioning. We evaluated the effects of NBM electrical stimulation applied during different phases of the avoidance task. Rats were
trained in a 30-trial acquisition session, and were tested again 24 and 48 h later. NBM stimulation was applied at different stages of memory
formation of the conditioning: (1) immediately before the first training session to determine the effects on acquisition of the two-way
avoidance task; (2) immediately after the first training session to evaluate effects on memory consolidation; and (3) immediately before the
24-h retention session to analyze the effects on the retrieval process. NBM stimulation before training significantly improved the acquisition
of the task, without affecting subsequent retention at either 24 or 48 h. Stimulation of the NBM immediately after the first training session
slightly impaired performance in the 24-h retention session. Stimulation of the NBM immediately before the 24-h retention session did
not affect performance in either the 24 or 48-h retention sessions. Therefore, the NBM may play a more important role in acquisition of
memory in aversively motivated conditioning tasks than in consolidation or retrieval of such memories. These results are discussed in the
context of attention enhancement and cortical and amygdala activation.
© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.

Keywords. Attention; Aversive memories; Memory modulation

1. Introduction ferent neural systems, provide evidence that release of ACh
is important in engaging these systems during learning and
Extensive behavioral studies have investigated the role of memory formatio{30]. Collectively, results from those in-
the nucleus basalis magnocellularis (NBM), and mainly its vestigations have highlighted a clear relationship between
cholinergic projections to neocort¢25,95,116Jand amyg- NBM cholinergic projections and cognitive performance.
dala[84,85], on cognitive functions. Support for the involve- Converging evidence from several studies supports an
ment of NBM cholinergic neurons in cognitive processes important role for NBM cholinergic system in attentional
has come from studies examining the effects of selective function[113]. Selective lesions of NBM cortical choliner-
cholinergic lesions, pharmacological manipulations, and/or gic neurons disrupt the performance of animals in tasks that
in vivo microdialysis. Those studies have examined a vari- tax different aspects of attentids,11,17, for review see
ety of behavioral tasks that measure attention or different 98]. In a 5-choice serial reaction time task, recent studies
stages of the learning process, i.e. acquisition, memory con-have reported that extensive cholinergic lesions of the NBM
solidation and retrieval, showing that cholinergic efflux in induce severe deficits in some parameters, for example, im-
cortex and/or amygdala exhibits specific relationships with paired accuracy49,55] significant increases in omissions
phases of cognitive procesdég,59,68,98] Recent studies  especially when difficulty of signal detection is increased
of acetylcholine (ACh) release obtained in vivo during train- [94], increased latencies to respond correctly and disrupted
ing, together with injections of cholinergic drugs into dif- pattern of response contr@49]. In an operant task that
measure sustained visual attention performance, decreases
in the detection of brief and unpredictable visual signals

* Corresponding author. Tek:34-93-581-2808; faxi-34-93-581-2001,  have been demonstratf28]. Furthermore, neuropharmaco-
E-mail address: margarita.marti@uab.es (M. Madicolovius). logical manipulations, which affect the excitability of NBM
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corticopetal cholinergic projections, produce changes in anisms related to learning and memory proce$28s10]
attentional performandé1,56,105,106]In vivo microdial- Regarding cortical activation, lesions of the cholinergic neu-
ysis studies have demonstrated a systematic link betweerrons of NBM result in a significant reduction of electroen-
indices of cholinergic function and attention performance cephalographic (EEG) activify@], whereas NBM electrical
[2,38,39,55] Recently[55], it has been shown that selec- stimulation produces both EEG cortical desynchronization
tive cholinergic lesions in NBM produced dose-dependent [4,10,24,31,60,61,62,64,6%nd increases in ACh release
effects on attentional accuracy that correlated significantly in the neocortex14,16,42,47,48,61,65,90,9%ctivation of
with cholinergic NBM cell loss and with reductions in  NBM by electrical stimulation may provide spatial and tem-
cortical ACh efflux. Altogether suggests that there is a poral characteristics of ACh release that are consistent with
relationship between altered cortical ACh efflux induced the normal anatomy and physiology of the NBM cholin-
by cholinergic damage in NBM and/or pharmacological ergic systen{89]. Nevertheless, there are only few studies
manipulations and impaired attentional function. [60,62] that have evaluated the effects of NBM stimulation
Besides the obvious involvement of attentional processeson behavioral memory.
in learning and memory performance, alterations in NBM  As far as we know, there has not been any study that has
cholinergic function can directly influence the acquisition examined the activation of NBM across the multiple phases
and retention of several tasks. In that respect, pretrainingof learning. Therefore, in the present research we sought to
cholinergic NBM lesions prevent learning of numerous tasks investigate the effects of NBM electrical stimulation during
in rats and nonhuman primates, such as social transmissiordifferent stages of learning of a two-way active avoidance
of food preferenc6,107], visual discriminatiorj26,92,93] conditioning. We used active avoidance in order to determine
learning set formatiori3], configural association learning whether the activation of NBM could be involved in aversive
[12,13] motor skill learning[18], or spatial tasks when memories in general, as showed in preceding lesion studies
the lesions also included the medial septi@&3)]. Posttrain- [32,68,85,108]and because this task has been shown to be
ing manipulations (which can avoid confounding effects on sensitive to NBM stimulatioti71]. The parameters used in
acquisition or retention) that modulate ACh release affect the present research were similar to those used in other stud-

memory consolidatiof46,107, for review see 87For in- ies in which NBM stimulation has elicited great increases in
stance, cholinergic NBM lesions impair retention of sev- ACh releasd89,90] cortical EEG activationfi31,61,62]via
eral tasks, i.e. radial maze working memory t§sk5], or muscarinic receptorgs5], and cortical cerebral blood flow

matching- and nonmatching-to-sample t§@4], whereas increase$100,101] In the current study, NBM stimulation
neuropharmacological treatments that increase ACh efflux treatment was applied at different moments of conditioning:
improve retention performance in behavioral paradigms such (a) immediately before the first training session, to evaluate
as avoidance task84,88], or place recognition task/9]. the effects of the activation of the NBM on the acquisition of
On the other hand, recent findings indicate that NBM cholin- the two-way active avoidance task (Experiment 1); (b) im-
ergic projections to basolateral amygdala are also involved mediately after the first training session, testing the animals’
in memory consolidation especially in aversive memories performance on two retention sessions (24 and 48 h after the
[85,86] The contribution of the NBM cholinergic system in  acquisition session), to determine the effects of stimulation
learning and memory processes has been investigated as webf the NBM on memory consolidation and relearning (Ex-
with regard to retrieval. Excitotoxic lesions or reversible in- periment 2); (c) immediately before the 24-h retention ses-
activation of the NBM impaired acquisition but not retrieval sion, to analyze the effects of NBM stimulation on retrieval,
of several tasks, such as conditioned taste ave[8@,68], when the task-relevant information may be already stored
and spatial learning task32,110] As for cholinergic activ- (Experiment 3). Taking into account that NBM seems to
ity in the cortex, there have been found increases immedi- be more critical for acquisition and consolidation processes
ately after acquisition of several tasks, persisting for several than retrieval, we expect that activation of the NBM will
minutes after learnings8,77,78] However, cholinergic ef-  enhance acquisition (Experiment 1) and consolidation (Ex-
flux decreases gradually after consecutive learning sessiongperiment 2), but not retrieval of two-way active avoidance
[32,68,70] Collectively, these findings suggest that NBM (Experiment 3).
cholinergic pathways participate in acquisition and memory
consolidation, that is to say, ACh elevations seem necessary
to acquire and accurately associate new items as well as2. Material and methods
their consolidation, mainly given behavioral situations that
may require behavioral flexibility. However, NBM cholin- 2.1. Subjects
ergic projections do not contribute substantially to recovery
of information previously learnef82,68] The subjects were 90 male Wistar rats, obtained from
There are some suggestions about how NBM and ACh canour laboratory breeding stock, with a mean age of 97.63
modulate cognitive processes. Cholinergic NBM projections days (SD. = 5.52) and a mean weight of 444.18 gl[(5=
regulate cortical activity20,22,50,102]and induce corti- 36.52) at the beginning of experiments. All rats were housed
cal plasticity[4,10,21,24,43,44,66,109both neural mech-  singly and kept under conditions of controlled temperature
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(20-23°C) and humidity (40-70%), maintained on a 12-h wave of 100 Hz frequency. The conditioning procedure was
light—dark cycle (lights on at 8:00a.m.). Surgery and be- a short-delay paradigm, in which the US was presented
havioral testing were performed during the first half of the immediately after the end of the CS. The trials followed
light cycle. Food and water were available ad libitum. Ex- a variable intertrial interval ranging from 50 to 70s. The
periments were carried out in accordance with the Europeanshuttle-box was connected to a computer that controlled
Community Council Directive for care and use of laboratory the training schedule and scored avoidance responses (con-
animals (86/609/EEC) and with the Generalitat de Catalunya sidered as the level of performance of the task), escape
(DOGC 2073 10/7/1995, DARP protocol number 2120). responses, response and escape latencies, and intertrial
crossings (considered as an index of locomotor activity).
2.2. Sereotaxic surgery The two-way active avoidance paradigm employed in
these experiments is a standard version of the task that is
The day before surgery, the rats were handled for approx- considered to measure nondeclarative menjib@3]. In the
imately 5min, and randomly assigned to stimulated and two-way active avoidance task, the rats have to learn the
control groups in the three experiments. Stereotaxic surgeryassociation between an aversive US and a CS that precedes
(Model 1504, David Kopf Instruments, Tujunga, CA) was the US. Besides the discrete, explicit cue (tone), the context
carried out under general anesthesia with i.p. Ketamine (the two compartments of the shuttle-box) is associated
hydrochloride (Ketolar, 90 mg/kg; Parke-Davis, Madrid, with the US. In this task, two components are required, a
Spain) and xylazin (Rompun, 8 mg/kg; Bayer,i@ica Far- classical fear conditioning and an instrumental response,
macéutica, Barcelona, Spain). All the rats were implanted because the rat has to alternate from one compartment of the
with a monopolar stainless-steel electrode (electrically insu- shuttle-box to the other one to avoid the shock (avoidance
lated except at their tips) (Plastics One, Bilaney, Dusseldorf, response}67,73].
Germany; 15m in diameter) aimed at the NBM, with the
incisor bar set at-2.7 mm below the interaural line, and 2.3.2. Retention sessions
according to the following stereotaxic coordinates—AP:  All the rats received two additional (30 trials) avoidance
—1.30mm from bregma; L+2.8mm from midline, and  sessions, 24 and 48 h after the acquisition. We can consider
DV: —7.6 mm from cranium surfad®2] in the right hemi- that the first trials of these sessions provide information
sphere. The electrodes were soldered to a plastic connectoabout retention. However, the last trials of retention sessions
that was anchored to the skull with jeweller's screws and could essentially inform of relearning because these sessions
dental cement (Vertex self-curing, Dentimex, Zeist, Hol- were identical to acquisition.
land). The grounding electrode was a copper wire (200
in diameter), with one end soldered to the electrode connec-2.3.3. Intracranial electrical stimulation (ICS) treatment
tor and the other end to a screw. Rats in control groups were The treatment was applied in a stimulation cage
implanted in the NBM but without grounding electrode. (26.5cm x 30.5cm x 36 cm) constructed of Plexiglas. The
After surgery, the incision was cleaned and sutured, after electrical current delivered by a stimulator (Model CS-20,
which rats were returned to their home cages and allowed Cibertec, Madrid, Spain) consisted of square pulse trains

1 week for recovery before behavioral testing. with a frequency of 1 Hz and train duration of 500 ms. Each
train consisted of 50 pulses of 0.5ms duration each. In a

2.3. Procedure previous study[71], the rats were stimulated in the NBM
for 20min with a current intensity of 60—07A, which

2.3.1. Acquisition session improved retention of active avoidance, mostly in rats with

Following surgical recovery, animals were trained in an initial low learning ability. Several studies have reported
a massed session (30 trials) of a two-way active avoid- that increase in ACh release, cerebral cortical blood flow
ance task. Active avoidance testing was conducted in aor stimulus-evoked responses of cortical neurons depend
50cm x 24cm x 25cm two-way automated shuttle-box on stimulation parameters such as duration, intensity or
(Letica LI-916, Panlab, S.A., Barcelona, Spain), enclosed frequency{24,89,101] Therefore, to obtain stronger effects
in a sound-attenuating box ventilated by an extractor fan. A on the conditioning, in the present experiments we raised
fluorescent bulb located on the sound-attenuating box illu- both current intensity (10@A) and treatment duration (30
minated the conditioning box. The two compartment floors or 45 min).

(without any physical separation between them) were in-  The rats of the NBM—ICS groups were placed in the stim-
dependently electrifiable and constructed of stainless-steelulation cage and the ICS treatment was applied immediately
bars (3.9mm in diameter with a distance between them before the acquisition session (Experiment 1), immediately
of 8.8 mm), which formed a shock grid. The conditioned after the acquisition (Experiment 2) or immediately before
stimulus (CS) was a 60-dB and 1-kHz tone of 3s duration. the 24-h retention session (Experiment 3). Control rats of
The unconditioned stimulus (US) was a 0.5-mA scrambled each experiment were placed in the same cage, for 30 or
electrical foot shock, presented for 15s at maximum. The 45 min, with the electrode clip connected but they never re-
current supplied by the shock generator was a positive semiceived the ICS treatment.



4 A. Montero-Pastor et al./Behavioural Brain Research xxx (2004) xxXx—xxx

2.4. Histology dal globus pallidus, substantia innominata and adjacent in-
ternal capsulaKig. 1A). These sites are consistent with the
At the end of the experiments, histological analyses well-known location of the NBM neurons that project to the
were performed to verify the location of the electrode tips. cortex [63,116] the stimulation of which induces cortical
All the rats were anaesthetized (i.p.) with an overdose EEG desynchronizatiofi61,62,65] Our stimulating elec-
of sodium pentobarbital (Dolethal, 200 mg/kg; Vetoquinol trodes were located within regions recently shown to have
S.A., Madrid, Spain) and were perfused transcardially high concentration of cortically projecting cholinergic cells
with 100 ml 0.1 M phosphate-buffered saline followed by [116]. Fig. 1Cshows a representative photomicrograph of a
250 ml 4% paraformaldehyde at a flow rate of 43 ml/min. coronal section of the NBM stained for AChE histochem-
Brains were removed and postfixed in 4% paraformalde- istry showing the electrode track.
hyde in 0.1 M phosphate-buffered saline for 2h and then  Subjects that had the electrode unintentionally implanted
were placed for 48-96 h in a solution of 20% sucrose in outside the NBM area were excluded from behavioral data
phosphate-buffered saline. Brains were sectioned proximalanalyses, and these subjects had the electrodes tips located
to the electrode placements with a cryostat (Reichert-Jung,mainly in the caudate-putamen, internal capsule and lat-
Cryocut 1800 with microtome 2020, Heidelberg, Ger- eral hypothalamus. Thus, the final sample was composed
many) at 4Qum thickness. The sections were processed of 65 rats, with the electrode tracks located along different
for acetylcholinesterase (AChE) histochemistry, essentially brain coordinates from 0.92 to 1.80 mm posterior to bregma
as described elsewhef82]. The sections were examined (Fig. 1A), and distributed on the following groups: Exper-
under a microscope (Leica CME, Barcelona, Spain) and iment 1 (CONTROL= 7, NBM-ICS = 6), Experiment 2
photomicrographs were taken (Polaroid DMC, Polaroid (CONTROL = 12, NBM-ICS = 20), and Experiment 3
Corp., Cambridge, MA, USA). Examination of the tissue (CONTROL = 8, NBM—-ICS= 12).
was done using a blind strategy: two observers who were
not aware of the behavioral results independently examined3.2. Behavioral testing
the brain sections.
3.2.1. Experiment 1
2.5. Data analyses The aim of this experiment was to study the effect of
NBM-ICS applied immediately before the first training ses-
The main analyses were performed by means of ANOVA sion on two-way avoidance acquisition. Statistical analyses
analyses (SPSS v11 software, Iberica, Madrid, Spain), in did not show differences with regard to the duration variable
which the independent variables were considered to be cate{30 min versus 45min) in the stimulated or control rats in
gorical: Group and Stimulation duration, and the dependent any training session (ANOVA, ak-values<3, all P-values
variables to be quantitative (repeated measures: Avoidances>0.09). Therefore, we combined all data and two groups
Locomotor Activity and Latencies in each session). Mixed were considered for the rest of the analyses: NBM-ICS and
ANOVAs were performed with their corresponding contrast CONTROL groups.
analyses for between- and within-group effects. Separate Fig. 2A depicts the mean number of avoidances in the ac-
analyses were done to study the evolution of performance quisition and in the retention sessions. As shown in this fig-
across three blocks of 10 consecutive trials for each sessionure, the NBM—ICS group shows a higher number of avoid-
In Experiment 1, a survival analysis was also carried out to ance responses than the CONTROL group on the acquisi-
analyze the mean number of trials required by each grouption session, i.e., immediately after stimulation. The mixed
to reach a pre-established learning criterion (five consecu-ANOVA showed that the GROUP factof(1, 11) = 6.338,
tive avoidances). Survival analysis is a statistical method for P = 0.029) and the SESSION factoF (2, 22) = 51.750,
studying the time to the occurrence of a particular event. We P < 0.001) were significant. The significant GROUP by
used the Kaplan—Meier procedure for estimating a survival SESSION interactionf(2, 22) = 8.157, P = 0.002) in-
function for each group in the form of a step function, and dicated differences between groups depending on the ses-
the statistical Breslow to obtainRvalue[45,81] sion evaluated. Specifically, in the acquisition session, the
NBM-ICS group showed significantly more avoidance re-
sponses M = 16.83 &+ 3.76) than the CONTROL group

3. Results (7.71£5.47) (F(1,11) = 11.809, P = 0.006). Thus, the
ICS treatment had a differential effect on acquisition perfor-
3.1. Histology mance versus the subsequent sessions of conditioning.

To study the evolution of performance throughout condi-
Histological analyses showed that the electrode place-tioning, we also analyzed each session (30 trials) as com-
ments for all rats ranged from 0.80 to 2.12 mm posterior posed by three blocks of 10 consecutive trials. As shown
to bregma according to the stereotaxic atlas of Paxinos andin Fig. 2B, there are significant differences between the
Watson[82]. We only considered for the final sample rats NBM-ICS group and the CONTROL group in the evo-
with their electrode tips within the area demarcated by cau- lution across blocks in the acquisition session, but not in
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Fig. 1. (A) Electrode tip placements for stimulated and control rats throughout the rostral-caudal extent of the NBM (from 0.92 to 1.80 mm posterior to
bregma). Reprinted from The Rat Brain in Stereotaxic Coordinates, 3rd ed., G. Paxinos and C. Watson, Figures 22-25, Copyright (1997), with permissio
from Elsevier Science. Each symbol refers to the number of animals with the electrode tip placed at the site indicated in thdsectiori;(H,
n=2,%n=4,4,n=>5 A n=28;,% n=9 ® n=13). (B) Representation of the section 1.30 mm posterior to bregma plate in the Paxinos &
Watson (1997) atlas. The marked area indicates approximately the area shown in each representation of A, and the area showed in C. B: nucleus basalis
magnocellularis; Cpu: caudate-putamen; ic: internal capsule; LGP: lateral globus pallidus; SI: substantia innominata. (C) Photomicrogeaphabf a c

section of the NBM stained for AChE histochemistry, showing the electrode location (1.30 mm posterior to bregma) (magnifiegtion 30

the other sessions. The mixed ANOVA revealed signifi- 10-trial block of the acquisition. Nevertheless, the facilita-
cant differences among groups depending on the specifiction observed was not maintained in subsequent retention
block (GROUP: F(1,11) = 6.338, P = 0.029; BLOCK sessions, 24 or 48 h after the acquisition session. Stimulated
by GROUP:F(8, 88) = 3.053, P = 0.004). Specifically, a  and control rats showed similar performance across all the
contrast analysis showed that the improvement observed inretention blocks, denoting that the treatment did not further
the acquisition session was confined to the last two blocks improve the task.

of this session (BLOCK2F (1, 11) = 17.662, P = 0.001; Differences between groups in the acquisition session
BLOCKS: F(1,11) = 5.246, P = 0.043). This analysis of = were also confirmed by a survival analysis, which pointed
learning evolution showed that the effects of NBM activa- out significant differences between NBM—ICS and CON-
tion on the acquisition of the task are progressive, since the TROL groups in the number of avoidances needed to achieve
improvement in avoidances does not start until the seconda pre-established learning criterion: Breslow,(1, n = 13)
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Fig. 2. Effects of preacquisition NBM—ICS treatment on two-way active avoidance conditioning (Experiment 1). (A) Mean number of avaltichE )

in the three training sessions. The stimulated rats (NBM—ICS group) showed significantly more avoidance responses in the acquisition sesgsion than th
control rats. (B) Mean number of avoidanceBS.E.M.) in each 10-trial block of the acquisition, 24-h retention, and 48-h retention. The NBM-ICS
group showed significantly more avoidances than the control group in blocks 2 and 3 of the acquisition s&g3ier0.001; * P < 0.05).

=9.72, P = 0.002. Kaplan—Meier survival curve depicted
in Fig. 3 shows the cumulative proportion of subjects, for
each trial, that have not reached the criterion yet. As can be
seen, 100% of stimulated rats (NBM—ICS group) achieved
the learning criterion during the acquisition session whereas
CONTROL rats achieved it on the last retention session.

Finally, the number of intercrossings made during the task
was evaluated to rule out the nonmnemonic variable of mo-
tor activity as a contributor to performance. No statistically
significant differences among the groups were detected in
the number of intertrial crossings on acquisition or reten-
tion sessions (ANOVA, alF-values<2, all P-values >0.1).
Moreover, the groups did not differ either with regard to
avoidance or escape latencies (ANOVA,Rtvalues<2, all
P-values >0.1).

fffffff

ffffff

2 Control

CUMULATIVE PROPORTION SURVIVING

3.2.1.1. Comments Experiment 1. The results of Experi- 0'010 — 1 ? NBM-ICS
ment 1 show that preacquisition electrical stimulation of the Acquisition 24-H Retention  48-H Retention
NBM significantly improved the acquisition of the two-way Trials

active avoidance task. The facilitative effect on acquisition

was also pointed out by the fact that the ICS treatment Fig. 3. Kaplan-Meier survival step function representing on the horizontal

reduced the number of trials needed to reach a |eamingaxis the three 10-trial blocks for each session and on the vertical axis the

criterion (five consecutive avoidances). Thus, all the rats Cumulative proportion of subjects that have not achieved yet the learming
. . L . . criterion (five consecutive avoidances) in Experiment 1. Hundred percent

St”_m."ated In .the NBM reached the criterion du”r_]g the f'rSt of the stimulated rats achieved the learning criterion in the acquisition

training session, whereas the control rats achieved it onsession, whereas control rats reached it only in the 48-h retention session.
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the last training session. Hence, the ICS effect could lie in been closely linked to modulation of attentional and learn-
an acceleration of the learning process, i.e., decreasing thang processef28,98,112]
time or the number of trials needed to reach an asymptotic
learning level. 3.2.2. Experiment 2

Since many processes other than learning and memory af- The aim of this experiment was to study the effect of
fect behavior, for example motivation or sensorimotor func- NBM—ICS applied immediately after the acquisition session
tion [15], these factors could account for the facilitation in  on memory consolidation. All control rats were combined
acquisition of active avoidance. Regarding motivation, the together into a single group because no significant differ-
escape latencies after the stimulation of the NBM were sim- ences regarding the duration variable (30 min versus 45 min)
ilar to those in control rats. In agreement with that, sev- were found (ANOVA, allF-values<2, all P-values >0.1). In
eral studies showed that NBM manipulations did not affect contrast, NBM stimulated rats showed significant statistical
shock sensitivity{27,75] Concerning motor activity, there  differences with regard to the duration of the treatment on
were not differences among groups regarding intercrossings.the evolution of learning (see below). Therefore, two groups
Therefore, enhancement of acquisition after NBM stimula- of stimulated animals were considered for the main analyses:
tion does not seem to be a consequence of nonspecific eFNBM-ICS 30 min ¢ = 9) and NBM—ICS 45 min/{ = 11).
fects, such as changes in the pain threshold or in senso- Fig. 4A depicts the mean number of avoidances in the ac-
rimotor function, instead it could have been influenced by quisition and in the retention sessions. As can be observed
attentional processes (s&ection 4. The NBM ICS pa- in this figure, the NBM-ICS 45 min group showed a tran-
rameters used in the present research were similar to thoseient decrease in the number of avoidances in the 24-h re-
that elicited great increases in ACh reled88,90] corti- tention session (1854 7.39) compared to the other groups
cal EEG activatior31,61,62]as well as cortical plasticity = (NBM—ICS 30 min: 1533+7.18; CONTROL: 1533+4.85).
[4,10,21,43,66] all of them physiological events that have The mixed ANOVA showed that the SESSION factor was
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Fig. 4. Effects of the postacquisition NBM-ICS treatment on two-way active avoidance conditioning (Experiment 2). (A) Mean number of avoidances
(£S.E.M.) in the three sessions shown by the subjects stimulated for 30 min, for 45 min, and control subjects. (B) Mean number of avoRI&ngEs (

in each 10-trial block of the acquisition, 24-h retention, and 48-h retention. The group stimulated for 45 min showed significantly fewer avio&ances t
the control group in block 3 of the 24-h retention sessioA € 0.05).
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significant (2, 58) = 35375, P < 0.001), and the inter-  group (750 4 6.16) between the acquisition and the 24-h
action GROUP by SESSION tended towards significance retention sessionf(1, 29) = 4.778, P = 0.037).
(F(4,58) = 2.090, P = 0.094). The observed performance The effect of stimulation treatment in the 24-h retention
decrease in the NBM—ICS 45min group during the 24-h session was not attributable to differences in motor activity
retention session was confirmed in the analysis of the evo-or in avoidance/escape latencies since no statistically signif-
lution of performance, considering each session as com-icant differences were detected (ANOVA, &llvalues<1,
posed by three blocks of 10 consecutive trials. As shown in all P-values >0.3).
Fig. 4B, the evolution across the blocks in the NBM-ICS 45
group was different from the CONTROL group. The mixed 3.2.2.1. Comments Experiment 2. The present experiment
ANOVA analysis revealed that whereas the GROUP factor indicated that posttraining stimulation of the NBM does not
was not significant £(2, 29) = 0.740, P > 0.4) statisti- have a facilitative effect on the retention of the two-way ac-
cal differences in the BLOCK factorF(8, 232 = 40.953, tive avoidance task, either 24 or 48 h after the acquisition
P < 0.001) and in the interaction BLOCK by GROUP fac- session. If anything, a slight detrimental effect on the 24-h
tors (F(16, 232 = 1.986, P = 0.015) were found. Thus, retention session was observed when the stimulation lasted
differences among groups were dependent on the specificfor 45 min. Rats in this group did not increase their perfor-
block. Specifically, the NBM—-ICS 45 group showed signifi- mance from the acquisition to the 24-h retention session,
cantly fewer avoidances @4+ 3.53) than the control group  in contrast to the control rats. However, the impairment ob-
(7.83+2.04) inthe last block of trials (21-30) of the 24-hre-  served in the rats stimulated for 45min was transient be-
tention session (BLOCK3 24-h RETENTION((1, 232 = cause they managed to do as well as the remaining groups
6.917, P = 0.018). in the third conditioning session, the 48-h retention session.
The differences in number of avoidances (increases) The general lack of effects on 24-h retention is also evi-
between the successive conditioning sessions were alsadent in the first 10 trials. This block of trials is especially
studied. Fig. 5 shows the increment in mean avoidances relevant because it can be considered as a retention test of
from acquisition to 24-h retention sessions, and from 24 to the previous training, whereas the last trials could be more
48-h retention sessions. Although all groups increased be-informative about relearning.
tween sessions, CONTROL and NBM-ICS 30 min groups  These results are in contrast with previous data that
increased mainly from acquisition to 24-h retention ses- showed improvements in retention following posttraining
sion, whereas the NBM-ICS 45 min group increased most stimulation of the NBM, especially in rats with a low initial
between the last two retention sessions. The interaction|earning ability[71]. This divergence in findings could be
INCREASE by GROUP factor confirmed that the in- explained by the difference in treatment duration or current
creases were different among groug&?, 29) = 3.421, intensity applied in the present study, in which stimula-
P = 0.046). As was expected, a contrast analysis showedtion could have been excessive for producing facilitative
that the NBM-ICS 45min group (85 =+ 6.33) increased  effects on the retention sessions. In this regard, a previous
avoidance responding significantly less than the CONTROL study from our laboratory (unpublished data) showed that

POSTACQUISITION INCREASES

ACQ — 24-HRT 24-H RT — 48-H RT

10 4 T *

IR

MEAN INCREASES
—

Control NBM-ICS NBM-ICS Control NBM-ICS NBM-ICS
30 Min 45 Min 30 Min 45 Min

Fig. 5. Mean increases in the number of avoidaneeS.E.M.) between acquisition and 24-h retention and between 24-h retention and 48-h retention in
the groups stimulated for 30 min, 45min, and the control group. Rats stimulated in the NBM for 30 min showed increases similar to those observed in
control rats. Control rats improved significantly more than rats stimulated for 45 min from the acquisition to the 24-h retention *sssi005g).
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stimulation over a 10-min period produced no effects on the the task and showed a very similar level of performance
retention of an active avoidance task. Taken together, theacross all conditioning sessions. This result was verified by
data indicates that there may exist an inverted U-relationshipa mixed ANOVA analysis of the performance across condi-
between the modulation of two-way active avoidance tioning sessions. This analysis showed that the BLOCK fac-
learning and the duration and intensity of NBM electrical tor was significant£(8, 144) = 30.510, P < 0.001) but not

stimulation when applied immediately after training. the GROUP factor or the interaction BLOCK by GROUP
(ANOVA, all F-values<0.8, all P-values >0.5). Thus, no
3.2.3. Experiment 3 differences between groups were found across the different

This experiment was designed to study the effects of NBM blocks of conditioning. Overall, it suggests that the treat-
stimulation applied before the 24-h retention session on the ment applied before the 24-h retention session did not affect
retrieval process. Statistical analyses did not show differ- the retrieval process evaluated during retention sessions.
ences with regard to the duration variable (30 min versus
45min) in the NBM stimulated rats or the control rats in  3.2.3.1. Comments Experiment 3. The present experiment
any session (ANOVA, alF-values<2, all P-values >0.1). demonstrates that NBM electrical stimulation applied im-
Therefore, we combined all data, and two groups were con- mediately before the 24-h retention session did not affect
sidered for the rest of the analyses: NBM—ICS and CON- 24 or 48-h retention of the two-way active avoidance task,
TROL groups. whereas the same treatment applied just before acquisition

Fig. 6 shows the effects of preretention NBM-ICS treat- (Experiment 1) has marked effects on the performance of
ment in the three sessions of two-way active avoidance con-the task. These differential effects seem to confirm that
ditioning task. The mixed ANOVA analysis showed that the the enhancement in acquisition cannot be attributed to per-
SESSION factor was statistically significank(2, 36) = formance factors such as hyperactivity or changes in mo-
28.988, P < 0.001), whereas neither the GROUP factor tivation or in reactivity to the shock. Therefore, our re-
nor the interaction SESSION by GROUP were statistically sults show that the activation of the NBM affects acqui-
significant (ANOVA, all F-values <1, all P-values >0.4). sition but not retrieval of the two-way active avoidance
Thus, all the animals, regardless of treatment, could learntask.
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Fig. 6. Effects of preretention NBM-ICS treatment on two-way active avoidance conditioning. Electrical stimulation was applied immediagely befor
the 24-h retention session (Experiment 3). (A) Mean number of avoidage®$(M.) in the three training sessions. (B) Mean number of avoidances
(£S.E.M.) in each 10-trial block of the acquisition, 24-h retention and 48-h retention. The NBM—ICS and control groups showed a similar learning
evolution along the different training sessions.
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4. General discussion activating the NBM cholinergic system, adding these effects
to those of stimulation itself. In any case, it seems that novel

The present study assessed the participation of the NBM stimuli participate in the function of cholinergic system but
in specific learning and memory phases, evaluating the ef-in a less robust and more temporary manner, possibly be-
fects of NBM electrical stimulation applied at differenttimes cause this effect is secondary to the norepinephrine—ACh
during the learning of a two-way active avoidance condition- interactions in the NBM98].
ing task. The main results are: (i) stimulation of the NBM Despite the involvement of NBM in attentional function,
immediately before the first training session significantly im- there may also be a role for ACh in memory as demon-
proved the acquisition of the task, without affecting behav- strated in several studies injecting selective cholinergic im-
ior in latter retention sessions (Experiment 1); (ii) 45 min of munotoxins in the NBM3,6,12,13,18,26,83,92,93,107
stimulation of the NBM immediately after the first training has been recently proposg$,32,68,69,80fhat cholinergic
session disrupted performance slightly in the 24-h retention basal forebrain modulates different memory systems allow-
session but not the 48-h retention session (Experiment 2);ing normal acquisition of new learning, although it is much
(i) stimulation of the NBM immediately before the 24-h  |ess important in memory retrieval since it does not severely
retention session did not affect either 24 or 48-h retention affect memories once they are encoded. Trying to further
sessions (Experiment 3). These findings suggest that NBMclarify the involvement of the NBM in different stages of the
activation may contribute to early (encoding and/or mainte- learning process, it has been shown that cholinergic activa-
nance) rather than late (consolidation or retrieval) phases oftion decreases progressively as a function of repeated daily
the task. acquisition sessions (reviewed [i82]). All the above sug-

As suggested abovééction 3.2.1.) the facilitation of gests that the contribution of NBM is less essential when a
acquisition of two-way active avoidance by pretraining NBM  task is already well learned, and then its activation would
stimulation could be explained on the basis of attentional not improve latter phases of learning, as demonstrated in
enhancement. There is remarkable consistency in the crit-the current experiments. However, previ¢tis] and present
ical role of cholinergic NBM projections in regulating at- data indicate that posttraining NBM stimulation could ei-
tentional function[5,28,38,39,55,57,58,94,96,98,99ince ther enhance or slightly worsen active avoidance retention,
the efficacy of learning depends on attentional processeswhich suggests that the NBM could modulate in some way
and capacities, which, in turn, depend on NBM projections the consolidation of recently acquired information, and that
[98], the activation of NBM could lead to facilitation of ac-  the time window shortly after training appears to be very
quisition, as we have observed in this experiment. It has sensitive to the effects of brain stimulation. It is possible
been shown that increases in cortical ACh efflux occur dur- that the period after training (when the consolidation process
ing early stages of learning, when attentional processes areis in progress) is more sensitive to small changes in stim-
engaged[2,19,37,38,78] For that reason, the stimulation ulation parameters than the period before training, requir-
treatment, which reproduces the parameters that usually in-ing a narrow optimal rank of stimulation. Thus, application
crease cortical ACIi89,90], could have improved attention  of optimal NBM stimulation after presenting stimuli, with
by boosting the cholinergic input to the cortex. Activated parameters that can reproduce spatial and temporal charac-
cholinergic inputs can facilitate attentional processes, andteristics of ACh release, might signal to the cortex that an
thereby enhance cortical sensory and sensory-associationaimportant event has occurred and promote its specific stor-
information processing, including the detection and selection age[111,112] In view of that, our results seem to fit with
of stimuli or the filtering of noise and distractd9,89,98] the computational models of cholinergic function in the hip-
This role of NBM afferents is more perceptible on subjects pocampus, which suggest that high levels of ACh might set
performing tasks that tax attentional capacities, in such athe appropriate dynamics for encoding, whereas low levels
way that the cortical cholinergic input is recruited primar- of ACh might facilitate the process of consolidati@5,36]
ily by prefrontal projections (“top-down[98,99)), or in ini- Still, a parametrical study is needed for further study the
tial stages of memory formation, when attentional capacities relationship between stimulation parameters and facilitation
may be more requirefl76,78] In this context, the atten-  of active avoidance consolidation.
tional demands of a task interact with the degree to which  Modulatory effects of NBM activation on cognitive pro-
the cholinergic system is recruit¢88,55,94,98] cesses could be explained on the grounds of induction of

On the other hand, corticopetal cholinergic neurons can cortical plasticity, since disruption in plasticity after cholin-
be activated as well by new, salient, stressful, or fear- and ergic NBM damage alters cognitive functiofts]. In ad-
anxiety-related stimuli via ascending noradrenergic projec- dition, stimulation of the NBM produces both ACh release
tions (“bottom-up”[7-9,99). In that regard, it has been and EEG desynchronization in the neocorf@k,61,65, for
considered that the first stage of the cortical ACh release review see 89]which are directly involved in cortical plas-
from the NBM has the function of signaling novelty, which ticity. For example, the induction of neuronal receptive field
is somehow related with attentional procesfd. In the plasticity in primary auditory cortex by pairing a tone with
present experiments, the task does not specifically tax atten-activation of the NBM is only observed when the stim-
tion, although include novel and stressful stimuli capable of ulation produces cortical desynchronizati®,24], in an



A. Montero-Pastor et al./Behavioural Brain Research xxx (2004) »xx—xxx

atropine-sensitive manng4]. Furthermore, electrical stim-
ulation of the NBM induces cortical map reorganization that
is prevented by selective destruction of the cholinergic NBM
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the behavioral effects of NBM stimulation does not need
to be circumscribed to one or the other pathwég]. As

in our research, similar biphasic results have been found
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IV. DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en la presente tesis doctoral constituyen la primera evidencia
experimental que demuestra un efecto modulador de la EIC del NBM sobre determinados
estadios del proceso de aprendizaje, en este caso, del condicionamiento de EV2. Con los
resultados proporcionados por este trabajo no solo contribuimos a avanzar en el
conocimiento de la capacidad moduladora de la EIC sobre el aprendizaje y la memoria,
sino que proporcionamos también nuevos datos empiricos que ayudan a clarificar la

implicacion del NBM en los procesos cognitivos.

Ademas, también hemos podido comprobar que la EIC es una técnica util para
estudiar diferentes fases del proceso de aprendizaje y de formacién de la memoria en
una tarea concreta, ya que una de las ventajas mas destacadas que presenta este
método es la inmediatez de sus efectos, a diferencia de determinados procedimientos de
lesion o manipulaciones farmacoldgicas. De hecho, el método de EIC presenta ventajas
importantes desde el punto de vista experimental ya expuestas por investigadores como
Rasmusson (2000). Por ejemplo, este autor destaca el hecho de que en la EIC lo que
principalmente est4 siendo activado son los axones neuronales y, por lo tanto, la salida
de informacion. Este aspecto supone una menor complejidad en la interpretacion de
resultados en comparacion con experimentos de administracion de farmacos, en los
cuales las diversas sustancias pueden actuar modificando cualquier tipo de sinapsis en la
circuiteria local del NBM. Otra ventaja destacada es que la EIC del NBM proporciona
unas caracteristicas espaciales y temporales de la liberacion de ACh u otros
neurotransmisores implicados en procesos de activacion cortical y de plasticidad, que son
mMAas consistentes con la anatomia y la fisiologia natural de estos sistemas de

neurotransmisioén (Nadal y col., 2001; Rasmusson, 2000).

- Facilitacion del aprendizaje

Uno de los principales resultados obtenidos en los experimentos de la presente
tesis es la significativa facilitacion en la adquisicion del condicionamiento de EV2
generada por la aplicacion de EIC del NBM pre-entrenamiento (articulo 2). Los resultados
demuestran que los sujetos tratados alcanzan mucho antes que los controles niveles
asintoticos de ejecucion en la tarea, lo que sugiere que el tratamiento ha podido acelerar
el proceso natural de adquisicién y de asociacién entre estimulos durante el proceso de
aprendizaje. Este efecto se hace especialmente evidente al comprobar que todos los

sujetos estimulados alcanzan en la primera sesién de entrenamiento el criterio de
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aprendizaje previamente establecido (5 evitaciones consecutivas), mientras que los

animales controles lo alcanzan en posteriores sesiones.

Estos resultados se pueden explicar en el marco del papel del NBM en los
procesos atencionales. Tal y como se ha comentado en el apartado 2.2., existen
numerosas evidencias experimentales que destacan la funcién que las proyecciones
colinérgicas corticales del NBM desempefian en la modulacién de la atencién (Baxter y
Chiba, 1999; Gill y col., 2000; Himmelheber y col., 2000, 2001; McGaughy y col., 1996,
2000, 2002; Sarter y Bruno, 2000; Sarter y col., 2001, 2003). Teniendo en cuenta que la
eficacia del aprendizaje depende en gran medida de esta funcién cognitiva (Sarter y col.,
2003) y que los pardmetros de estimulacion utilizados en el experimento son
comparables a los que generan aumentos en la liberacién de ACh cortical (Rasmusson,
2000; Rasmusson y col., 1992) es plausible considerar que la estimulacion del NBM ha
podido activar las proyecciones colinérgicas corticales modulando positivamente
procesos de deteccion y de asociacion de estimulos relevantes provocando, en

consecuencia, la mejora en la adquisicion mostrada por los sujetos tratados.

Por otro lado, trabajos recientes (Sarter y col., 2001, 2003) han puesto de
manifiesto que las propiedades de los estimulos de la situacion de aprendizaje también
pueden intervenir en la modulacién de los procesos de atencion ejercida por el NBM. Las
neuronas colinérgicas de proyeccidn cortical del NBM pueden ser activadas por estimulos
novedosos, estresantes o relacionados con el miedo o la ansiedad, a través de aferencias
noradrenérgicas procedentes del LC (Berntson y col., 2002, 2003; Sarter y col., 2001). La
EV2 es una tarea en la que intervienen estimulos sensoriales aversivos que resultan
ansiogenos o estresantes para los sujetos, como el shock eléctrico (El) o el tono (EC).
Asi, podemos plantear la hipétesis de que el efecto provocado por los estimulos
presentes en la propia situacion de condicionamiento ha podido sumarse al efecto

activador principal generado por la EIC del NBM sobre la via colinérgica basal-cortical.

- Efectos sobre la consolidacién de la memoria

En el primer trabajo de la presente tesis (articulo 1) observamos que la EIC del
NBM aplicada post-adquisicion produce un incremento entre la sesion de adquisicion y la
de retencion del niumero de respuestas correctas que los animales realizan, tanto a corto
(24 horas) como a largo plazo (11 dias). Esto sugiere que el tratamiento ha facilitado
procesos de consolidacion de la memoria. Ademas, a pesar de que todos los sujetos
estimulados se benefician de los efectos facilitadores de la EIC, la mejora en la retencion

se hace especialmente evidente en los animales con un nivel bajo de adquisicion inicial.
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Estos resultados van en la misma direccion que los observados en otros experimentos
realizados en nuestro laboratorio en los que la activacion eléctrica de estructuras que,
como el NBM, forman parte de sistemas neuromoduladores de la actividad cerebral
(Aldavert-Vera y col., 1996; Guillazo-Blanch y col., 1999), facilito la consolidacion de la
memoria de la EV2 especialmente en sujetos con niveles bajos de aprendizaje. Es
probable que la EIC pueda estar aportando a los sujetos poco aprendedores algln
elemento del que los sujetos aprendedores ya disponen, como por ejemplo, una mayor
activacion neural cortical y/o subcortical que favorezca la eficacia del procesamiento y

almacenamiento de la informacion.

No obstante, en el segundo trabajo (articulo 2) no se observo el efecto facilitador
de la estimulacion del NBM sobre la retencion de la EV2 tras la aplicacion post-
adquisicion del tratamiento. En este dltimo experimento, la estimulacién del NBM produjo
un ligero, aunque significativo, deterioro en la retencion a las 24 horas que afecto a los
sujetos que fueron estimulados durante mas tiempo (45 minutos). Por otro lado, también
debemos tener en cuenta que, dado que en este modelo de aprendizaje es dificil discernir
entre reaprendizaje y retencion propiamente dicha, el analisis de las respuestas correctas
realizadas en los primeros 10 ensayos de la sesién de retencion es esencial para
determinar si la EIC del NBM aplicada en este experimento genera efectos sobre la
consolidacién de la memoria [ver Experimento Il apartado 2.1.]. En este sentido, los datos
muestran que la EIC no provoco efectos diferenciales en estos primeros ensayos entre
los sujetos estimulados y controles, lo que nos sugiere que el tratamiento utilizado no

afecta de forma sustancial los procesos mnemonicos.

La diferencia de resultados entre ambos experimentos puede ser explicada en
base al aumento en el tiempo y en la intensidad de la corriente de estimulacién aplicada
en el segundo trabajo con el objetivo de potenciar los efectos facilitadores sobre la
consolidacion de la memoria. De hecho, diversos experimentos de EIC del NBM han
mostrado que el incremento en la liberacion colinérgica de la corteza, en el flujo
sanguineo cortical y en los potenciales evocados de las neuronas de la corteza, cambios
neurofisiolégicos estrechamente relacionados con procesos de plasticidad sinaptica,
dependen de pardmetros como la duracién, la intensidad o la frecuencia de la
estimulacion eléctrica (Edeline y col., 1994a; Rasmusson, 2000; Sato y col., 2002). Cabe
entonces la posibilidad de que los cambios introducidos en los pardmetros de la corriente
eléctrica en el segundo trabajo puedan haber sido excesivos para observar facilitacién de
la memoria. Esto nos hace pensar que el periodo post-adquisicién, cuando los procesos

de consolidacion de la memoria estan teniendo lugar, pueda ser mas sensible a
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pequefios cambios en los parametros de estimulacion que, por ejemplo, el periodo pre-
adquisicion, requiriendo en consecuencia un rango de estimulacibn mas limitado para
poder observar efectos de potenciacion de la memoria. La sugerencia de que parecen ser
necesarios unos valores especificos de estimulacion para obtener efectos facilitadores en
la consolidacion de la memoria se ve apoyada por un estudio previo realizado en nuestro
laboratorio (datos no publicados). En este experimento se demostré que la estimulaciéon
post-adquisicion del NBM aplicada durante 10 minutos a una intensidad de 90 pHA no
producia efectos en la retencion de la EV2 a las 24 horas de su adquisicién. Todos estos
datos indican que puede existir una relacién de U invertida entre la duracion e intensidad
de la estimulacion eléctrica del NBM aplicada post-adquisicion y la modulacion de la
consolidacién de la memoria. De esta manera, tanto periodos cortos o excesivamente
largos de estimulacion como intensidades bajas o elevadas supondrian condiciones
estimulares no adecuadas para generar efectos facilitadores en la consolidacion de la

memoria.

En definitiva, tomando globalmente los datos, podemos afirmar que la activacion
post-adquisicion del NBM modula la consolidacién de la memoria, efecto que parece
estar notablemente mediado por diversas variables tales como los parametros del
tratamiento de EIC o las propias diferencias individuales mostradas por los sujetos en la

adquisicion de la EV2.

- Efectos sobre larecuperacion de la informacién

El siguiente resultado destacable de los trabajos que constituyen la presente tesis
doctoral es que la EIC del NBM aplicada previamente a la sesion de retencién no genera
ningun tipo de efecto sobre la ejecucion de los sujetos tratados (articulo 2). Este resultado
se halla en consonancia con los datos mostrados por otros grupos de investigacion, en
experimentos con lesiones excitotdxicas o con inactivacion reversible del NBM, los cuales
sugieren que el NBM no parece ser una estructura critica en la recuperacion de la
informacién de determinadas tareas cuando éstas ya han sido adquiridas (Gonzélez y
col., 2000; Miranda y Bermudez-Rattoni, 1999; Walsh y col., 1998).

Esta ausencia de efectos es un dato especialmente relevante en tanto que
contribuye a clarificar los procesos cognitivos concretos en los que el NBM interviene de
forma mas critica. EI hecho de que la EIC del NBM provoque efectos facilitadores
fundamentalmente en la adquisicion, aunque también en la retencién de la EV2, pero no
en la recuperacion de la informacion ya aprendida, constituye un dato a favor de la

hipotesis planteada por numerosos investigadores segun la cual el NBM y sus
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proyecciones colinérgicas se hallan principalmente implicados en los estadios iniciales del
aprendizaje y de la formacion de la memoria (Gonzalez y col., 2000; Miranda y
Bermudez-Rattoni, 1999; Miranda y col., 2000; Naor y Dudai, 1996; Orsetti y col., 1996;
Ramirez-Lugo y col., 2003). Ademas, las fases de adquisicion y de consolidacion de la
informacidn estan asociadas a altos niveles de ACh en la corteza, los cuales disminuyen
progresivamente a lo largo de las sesiones de entrenamiento de una tarea determinada,
es decir, a medida que va siendo aprendida (Gonzalez y col., 2000; Miranda y Bermudez-
Rattoni, 1999; Miranda y col., 2000; Orsetti y col., 1996).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que el NBM y sus proyecciones colinérgicas
corticales participan fundamentalmente en aspectos y procesos que no suelen contribuir
de forma decisiva en fases posteriores del proceso general de aprendizaje es plausible
suponer que los posibles efectos generados por la estimulacion del NBM, como la
liberacion colinérgica y la activacion cortical, no hayan supuesto consecuencias

conductuales de facilitacion en la recuperacion de la informacion de la tarea de EV2.

- Posibles mecanismos neurales involucrados en la modulacién de los procesos

cognitivos mediante EIC del NBM

La EIC del NBM ha demostrado ser un procedimiento experimental capaz de
generar efectos activadores importantes a nivel cortical (Détéri, 2000; Détari y col., 1999),
mediados fundamentalmente por la ACh (Golmayo y col., 2003), proporcionando las
condiciones neurales Optimas para favorecer mecanismos subyacentes al aprendizaje y
la memoria, como son los procesos de plasticidad sinaptica (Rasmusson, 2000;
Weinberger, 2003). Los parametros de estimulacion —frecuencia y duracion de trenes y
pulsos eléctricos- utilizados en los experimentos de la presente tesis doctoral son
similares a los que inducen incrementos en los niveles colinérgicos corticales
(Rasmusson, 2000; Rasmusson y col., 1992), activacion electroencefalografica (Golmayo
y col., 2003; McLin Ill y col., 2002b, 2003), asi como también mecanismos de plasticidad
cortical (Bakin y Weinberger, 1996; Bjordahl y col., 1998; Dimyan y Weinberger, 1999;
Kilgard y Merzenich, 1998; Miasnikov y col., 2001). Por lo tanto, parece adecuado pensar
que los efectos facilitadores descritos en los trabajos de la presente tesis puedan ser
debidos, en gran parte, a la potenciacion de la funcidon colinérgica y a la induccion de un
estado de arousal cerebral éptimo, ambos procesos generados en periodos criticos para

la adquisicion y consolidacion de la informacion.

Por otro lado, consideramos importante destacar que los efectos moduladores de

la EIC del NBM pueden haberse producido por la activacidon no soélo de estructuras
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corticales sino también subcorticales que pudieran estar involucradas en los procesos de
adquisicion y de consolidacion de la memoria. En este sentido, la ABL parece ser una de
las estructuras clave en la modulacion de procesos mnemonicos tal y como indican
recientes investigaciones (Power y McGaugh, 2002b; Power y col.,, 2002). En estos
trabajos se demuestra que el NBM y la ABL actlan conjuntamente en la regulacion de la
memoria, ya que la lesién de las vias colinérgicas del NBM hacia la ABL (Power y
McGaugh, 2002b) y de las proyecciones basal-corticales (Power y col., 2002) impiden la
funcién moduladora ejercida por ambas estructuras. Ademas, la relacién de U invertida
entre determinados parametros de la EIC del NBM y la modulacion de la consolidacion de
la memoria también ha sido observada en experimentos de estimulaciéon de la amigdala
post-adquisicion (Gold y col., 1973, 1975; McGaugh y Gold., 1976). En estos trabajos se
demostrd que el tratamiento de EIC podia tanto potenciar como deteriorar la retencién de
una tarea de evitacion pasiva dependiendo, en este caso, de la intensidad del tratamiento
aplicado. Estos resultados sugieren que la funcion primordial de la amigdala seria la de
modular la consolidacion de la informacién recientemente adquirida (McGaugh y col.,
2002). En consecuencia, en la facilitacion de la adquisicion y, basicamente, en la
consolidacién de la memoria, la posible activacion de la via basal-amigdalar puede haber
ejercido una notable influencia en la modulacion de tales procesos, sobre todo teniendo
en cuenta que la EV2 es una tarea con un importante componente emocional, aspecto en
el que la amigdala esta estrechamente involucrada (Davis, 2000; Le Doux, 2000;
McGaugh, 2002; McGaugh y col., 1992, 2002; Mcintyre y col., 2003).

Llegados a este punto, observamos que la EIC del NBM, aplicada en periodos
criticos y con unas propiedades estimulares Optimas, parece generar estados de
activacion cortical y subcortical mediados colinérgicamente que favorecen la adquisicion y
la consolidacion de la informacién de una tarea de EV2. Sin embargo, conviene destacar
que la técnica de EIC es inespecifica en tanto que no permite la estimulacion de un tipo
de neuronas concretas del NBM. Asi, no podemos descartar que los efectos observados
puedan ser debidos a la activacion de otros sistemas de neurotransmision como el
GABAérgico que, junto con la funcidn colinérgica, conlleven en Ultima instancia a la
facilitacion del procesamiento de la informacion y el reforzamiento de las conexiones

neurales criticas para el proceso de aprendizaje y de formacion de la memoria.
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PRINCIPALES RESULTADOS Y CONCLUSIONES:

Los principales resultados y conclusiones de los experimentos que constituyen la

presente tesis doctoral son los siguientes:

= La estimulacién eléctrica del NBM administrada pre-adquisicion facilita el
aprendizaje de la tarea de EV2. El efecto facilitador observado podria ser
resultado de la potenciacion de procesos de atencion y/o de procesamiento de la

informacion durante la adquisicion del condicionamiento.

= La estimulacion eléctrica del NBM aplicada post-adquisicion tiene un efecto
modulador de la retencion de la EV2. Este efecto parece depender de los
pardmetros de intensidad y duracidon de la corriente eléctrica utilizados en el

tratamiento, siguiendo una funcién de U invertida.

= La estimulacion eléctrica del NBM aplicada post-adquisicion durante 20 minutos
facilita la retencién del condicionamiento especialmente en sujetos que parten de

niveles bajos de adquisicion.

= El efecto de facilitacion de la retencion del condicionamiento tras el tratamiento de
estimulaciéon eléctrica podria ser resultado de un incremento de la actividad
cortical y/o subcortical (amigdala) durante periodos criticos de consolidacion de la

memoria.

= La estimulacion del NBM administrada inmediatamente antes de la sesién de
retencion a las 24 horas no afecta a la recuperacion de la informacion de la tarea

ya adquirida.

= EI NBM tiene un papel importante en los estadios iniciales del aprendizaje, es
decir, durante los procesos de adquisicion de nueva informacion asi como durante
la consolidacién de la memoria. Sin embargo, este nulcleo no parece ser necesario

para la recuperacioén de la informacién una vez ésta ha sido adquirida.

= La modulacion de procesos cognitivos como la atencién, la adquisicion y la
consolidacién de la memoria podria ser resultado de un incremento en los niveles
de ACh cortical y/o subcortical resultado del tratamiento de estimulacion eléctrica
del NBM.
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En conclusion, los efectos facilitadores del aprendizaje y la memoria observados
en los experimentos de esta tesis doctoral permiten afirmar que la EIC del NBM
constituye un procedimiento adecuado para la modulacion de determinados procesos
cognitivos a través, probablemente, de la induccion de un estado de activacion cortical y
subcortical 6ptimo para el procesamiento eficaz de la informacion. Ademas, los
resultados obtenidos proporcionan nuevas evidencias acerca de la hipo6tesis segun la
cual el NBM esta implicado fundamentalmente en los primeros estadios del aprendizaje

pero no en fases posteriores como la recuperacion de la informacion.
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