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PREFACIO

Los avances cientificos de los tltimos afios han permitido un mejor entendimiento de
la organizacion de los seres vivos. Sin embargo, unos de los misterios que aun quedan
por resolver son las bases bioldgicas de los procesos cognitivos. Entre éstos, uno de los
mds bésicos pero también uno de los mds importantes es la atencidn, ya que de ella
dependen los demds procesos cognitivos. En efecto, la atencidn es el proceso por el cual
seleccionamos la mformacion relevante de entre la multitud de estimulos sensoriales con
los que somos bombardeados en todo instante. De esta manera podemos tener una vision
de!l mundo ordenada y podemos almacenar en nuestra memoria la informacién
importante.

Este trabajo es un modesto intento de contribuir al entendimiento de los sistemas
biologicos que controlan nuestra facultad para poner atencidon. Lamentablemente, los
metodos disponibles para el estudio de los procesos cognitivos tienen alin numerosas
limitaciones. La mayor de las limitaciones es la dificultad que implica el trabajar con
orgamsmos vivos: los métodos de estudio son relativamente rudimentarios, ya que es
practicamente imposible alterar de manera selectiva un unico factor, manteniendo
constantes los demds factores en animales de laboratorio. Por lo tanto, los resultados aqui
presentados tienen que ser interpretados con cierto grado de precaucion.

En la elaboracion de este experimento recibi la generosa ayuda de varias personas, a
quienes deseo agradecer. En primer lugar, quiero agradecer al Doctor Bennet Givens, por
su apoyo y por guiarme en el desarrollo del experimento. También estoy muy
agradecida al Doctor Michael Gill, por introducirme en el complejo mundo del estudio de
la electrofisiologia en seres vivos. Quiero agradecer a Chris Nagy y a Jessica Masty por
ayudarme con procedimientos de rutina, asi como a David Waxler y Andrew Jonson por
ayudarme a resolver problemas técnicos.

Por ultimo, quiero agradecer a mi familia, en especial a mis padres, por su apoyo y

ejemplo.
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RESUMEN

Existe abundante evidencia que indica que el sistema colinérgico de los nucleos
basales del diencéfalo estd involucrado en el control del procesamiento de la atencion.
Las proyecciones colinérgicas del diencéfalo contactan con todas las regiones de la
corteza cerebral de manera uniforme. Sin embargo, en los Wiltimos afios, el interés se ha
centrado en las proyecciones colinérgicas del diencéfalo a la corteza prefrontal medial
(CPFm), puesto que se sabe que estas proyecciones son necesarias para un desempefio
adecuado en tareas de atencién. Adicionalmente, existe evidencia que indica que la
actividad neuronal de la CPFm es modulada por incrementos en los requerimientos de
atencion, y que los cambios observados en la actividad de la CPFm dependen de la
integridad del sistema colinérgico. No obstante, es necesario realizar mas estudios con el
objeto de determinar los mecanismos por los cuales el sistema colinérgico de los nicleos
basales controlan el procesamiento de la atencién.

El presente experimento fue disefiado para estudiar el efecto que las microinyecciones
de clordiacepéxido (CDP), un agonista de los receptores de benzodiacepinas, tienen en ¢l
desempefio de las ratas en una tarea de atencion, asi como en la actividad neuronal en la
CPFm. Los agonistas de los receptores de benzodiacepinas no activan directamente a los
receptores del dcido gamma-aminobutirico (GABA), sino que dependen del GABA
endogeno. Por lo tanto, se espera que los efectos del CDP sean de relevancia fisiolégica.

Se encontré6 que las microinyecciones de CDP producen una tendencia hacia la
disminucién de la exactitud en eventos sefializados. Por el confrario, todas las demaés
medidas del comportamiento no son afectadas por €l CDP. FEl efecto en el
comportamiento que tuvieron las microinyecciones de CDP en este experimento, €S
similar al observado al eliminar el impulso colinérgico. Por lo tanto, estas observaciones
concuerdan con la hipétesis de que el CDP produce deficiencias de atencidn, revelados

por deficiencias en el desempefio en la tarea, por medio de su efecto en la liberacién de

Xi



acetilcolina en la corteza cerebral. Adicionalmente, las microinyecciones de la dosis alta
de CDP aumentaron la proporcion de las neuronas de la CPFm cuya actividad no
presentaba ningun tipo de correlacion con ningtn aspecto de la tarea. Este efecto se
debi6é principalmente a una reduccidén en el nimero de neuronas que presentaban
correlaciones inhibitorias con la obtencién y el consumo de la recompensa.

Contrariamente a lo predicho inicialmente, se encontr6 que el CDP aumentd la
velocidad de descarga de las neuronas de la CPFm durante el desempefio base.
Adicionalmente, se encontro que e¢l CDP no tuvo ningiin efecto en la modulacion de la
actividad neuronal en la CPFm por la introduccién de una distraccion. Los cambios en
actividad dentro de la CPFm que se observaron después de las microinyecciones de CDP,
difieren de los cambios esperados seglin la hipétesis de trabajo. En efecto, se predijo que
el CDP tendria como consecuencia la disminucion de los niveles de acetilcolina en la
corteza cercbral. Ahora bien, la pérdida parcial del impulso colinérgico produce una
disminucién en la velocidad de descarga de las neuronas en la CPFm. De la misma
manera, se sabe que una reduccién en los niveles de acetilcolina en la corteza cerebral
altera la proporcion de neuronas cuya actividad es modulada por la presentacién de una
distraccion,

Los resultados expuestos anteriormente indican que el CDP produce deficiencias de
atencion, y que estas deficiencias en el comportamiento se deben probablemente a los
efectos que el CDP tiene en la liberacién de acetilcolina en la corteza cerebral. Ademds,
indican que las microinyecciones de CDP tienen un efecto mas complejo en la actividad
neuronal de la CPFm, que involucra cambios en la actividad de las neuronas colinérgicas

y GABAérgicas dentro de los nicleos basales del diencéfalo.
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. INTRODUCCION

A. Organizacion del sistema colinérgico del diencéfalo

El sistema colinérgico es uno de los sistemas de neurotransmisores mas importantes
del cerebro (Mesulam, 1995; Perry ef al., 1999). Las neuronas que proporcionan los
impulsos colinérgicos a la corteza cerebral, y a otras estructuras del diencéfalo, provienen
principalmente de un grupo heterogéneo de ntcleos en el diencéfalo (Woolf, 1991). La
organizacion de este grupo de niicleos, llamados el sistema colinérgico del diencéfalo, es
muy difusa (Zdborszky, 1992; Mesulam et al., 1983). Las proyecciones de las neuronas
colinérgicas contactan con neuronas de las diferentes regiones de la corteza cerebral de
manera uniforme, y alcanzan todas las capas corticales (Lamour et al., 1984; Woolf,
1991; Zaborszky, 1992). Estudios anatémicos han revelado que a pesar de que los
axones colinérgicos tienen muchas ramificaciones, éstas estin restringidas a regiones
pequefias, de tal manera que distintas neuronas contactan con diferentes partes de la
corteza (Aston-Jones et al., 1985; Zaborszky y Duque, 2000).

Dentro del diencéfalo, las neuronas colinérgicas que envian proyecciones a diferentes
regiones de la corteza estn distribuidas en varios nicleos (Bigl et al., 1982; Woolfe? al.,
1984). Sin embargo, distintas neuronas del mismo niicleo pueden enviar proyecciones a
diferentes regiones cerebrales (ibid). Adicionalmente, estas células se encuentran
mezcladas con numerosas neuronas no colinérgicas (Zaborszky ef al., 1986), y estan muy
proximas a varios sistemas de fibras ascendentes y descendentes (Z4borszky, 1989). La
compleja organizacidn anatémica y sindptica de este sistema ha limitado mucho el

desarrollo de hip6tesis sobre su funcién (Sarter y Bruno, 1997).

B. Activacién de la corteza cerebral

Inicialmente se propuso que la funcién del sistema colinérgico de! diencéfalo
consistia en la activacién general del cerebro, funcién que es consistente con su
organizacién difusa (Zaborszky, 1992, Mesulam et al., 1983). La evidencia a favor de
esta hipdtesis proviene de electroencefalogramas (EEG) tomados durante la realizacién
de distintas tareas. Estos EEG han revelado que la activacion de la corteza depende de

forma critica de las proyecciones provenientes del diencéfalo (Buszaki et al., 1988;



Détari et al., 1999; Jiménez-Capdeville et al., 1997). No obstante, en esos experimentos
existen inconsistencias en cuanto a la definicién operativa del término “activacion™.
Adicionalmente, el desarrollo de nuevos y mis refinados métodos para analizar el
comportamiento ha provocado la necesidad de una revisién profunda de las hipdtesis
sobre la funcidn de la acetilcolina (ACh) en la corteza cerebral (Robbins y Everitt, 1995;
Sarter y Bruno, 1997).

C. Funciones cognitivas del sistema colinérgico

Los primeros indicios que sugieren que el sistema colinérgico del diencéfalo estd
involucrado en funciones cognitivas provienen de estudios de pacientes seniles o con la
enfermedad de Alzheimer. Se demostrd que las deficiencias cognitivas observadas en
estos pacientes estin correlacionadas con la reduccion en el nimero vy el tamafio de las
neuronas colinérgicas (para revisiones de la literatura ver Bartus ef al., 1982; y Coyle et
al., 1983). Debido a la naturaleza de estas deficiencias se propuso que la funcion del
sisterna colinérgico del diencéfalo podria ser la regulacion de los procesos de aprendizaje
y memoria (Dekker et al., 1991; Kesner, 1988; Olton ef al., 1991).

Varios estudios con animales proporcionan evidencia a favor de esta hipdtesis. Por
ejemplo, se ha encontrado que las Iesiones del diencéfalo por medio de toxicidad por
excitacion producen deficiencias en el desempefio en varios tipos de tarcas de memoria
(Dekker et al,, 1991; Kesner, 1988; Olton y Wenk, 1987). Adicionalmente, varios
estudios electrofisiologicos indican que las neuronas del diencéfalo responden
selectivamente a estimulos de refuerzo en tareas de aprendizaje y memoria (Richardson y
DeLong, 1990; Wilson y Rolls, 1990).

No obstante, es dificil interpretar los resultados de los primeros estudios que
emplearon lesiones por medio de toxicidad por excitacién, ya que dichas lesiones
destruian tanto neuronas colinérgicas como no colinérgicas (Dekker et al., 1991;
Dunnett ez al., 1991). Ademas, el grado de destruccion de las células colinérgicas no
parecia estar correlacionado con el nivel de deficiencia en el desempefio de los animales
en las tareas de memoria (Dunnett ez af., 1987; Robbins ez al., 1989). Estos resultados
sugieren que los trastornos en el comportamiento son el resultado del dafio de estructuras

cercbrales y no de la pérdida del impulso colinérgico (ibid).




D. El sistema colinérgico y la atencion

Por otra parte, los resultados de estudios en los que los animales fueron entrenados
para detectar estimulos sensoriales breves e impredecibles (Robbins ef ai., 1989), o para
discriminar entre diferentes estimulos en un periodo de tiempo prolongado (Olton et al.,
1988), sugieren que el sistema colinérgico del diencéfalo estd involucrado en el control
de algunos tipos de atencion (Muir et al,, 1993). En otros experimentos se encontré que
monos con lesiones t6xicas por excitacion tenjan dificultades para desviar su atencion
visual y espacial, pero conservaban la habilidad para realizar tareas de aprendizaje y
memoria (Voytko ef al., 1994). Estas inconsistencias en los estudios con lesiones por
toxicidad han conducido a la revisién de la funcién propuesta para el sistema colinérgico
del diencéfalo (Fibiger, 1991; Voytko et al., 1994).

El desarrollo de la inmunotoxina 192 IgG-saporina ha hecho posible la realizacién de
lesiones selectivas y controladas de las neuronas colinérgicas de los niicleos basales del
diencéfalo. Esta proteina estd compuesta por un anticuerpo, una IgG, que esta dirigido
contra el receptor de baja afinidad del factor de crecimiento nervioso (NGF). El
anticuerpo lleva asociada una toxina, la saporina, que al entrar en la célula impide el
ensamblaje de los ribosomas y produce de esta forma la muerte celular. Esta
inmunotoxina es de mucha utilidad, puesto que existe un alto grado de correspondencia
entre e] fenotipo colinérgico y la expresidn del receptor del NGF dentro de los micleos
basales (Wenk, 1997; Wiley et al., 1991).

Los estudios en los que se realizaron lesiones con 192 IgG-saporina han demostrado
que la realizacion de diversas tareas de memoria no dependen de la integridad del sistema
colinérgico del diencéfalo (Baxter et al, 1995; Torres ef al., 1994; Wenk ef al., 1994).
De la misma manera, €l uso de un inhibidor selectivo de la enzima colina
acetiltransferasa, que produce una pérdida casi total de la actividad de la enzima en todo
el cerebro, no afecta la resolucién de una prueba en un laberinto de brazos radiales (Wenk
et al., 1986).

Por el confrario, se ha demostrado que las lesiones del diencéfalo con 192 IgG-
saporina producen deficiencias en tareas que miden distintos tipos de atenci6n, tales
como la atencion visual y espacial, la atencién sostenida, y la atencion dividida (Chiba et

al., 1999; McGaughy et al., 1996; Turchi y Sarter, 1997). Adicionalmente, Muir y



colaboradores (1992) demostraron que el desempefio de ratas con lesiones no selectivas
del diencéfalo en una tarca de atencidn visual, mejora con injertos de neuronas
colinérgicas en la corteza cerebral.

Evidencia adicional a favor de la hipétesis de que la acetilcolina controla los procesos
de atencién, proviene de estudios en los que el sistema es manipulado con firmacos. Por
ejemplo, se ha encontrado que en ratas en las cuales el sistema colinérgico del diencéfalo
ha sido lesionado, las deficiencias en el desempefio en tareas de atencién son eliminadas
mediante tratamientos con nicotina y fisostigmina (Muir ef al., 1995). Al mismo tiempo,
la administracion de antagonistas del receptor de nicotina (Turchi e al., 1995) y de
hemicolinio, un bloqueador del sistema de transporte de la colina (Muir ef al., 1992), a
ratas no lesionadas, produce deficiencias en el desempefio en tareas de atencion visual.
También se ha demostrado que en pacientes que padecen la enfermedad de Alzheimer, la
nicotina mejora los resultados en tareas de atencion sostenida (Sahakian er al., 1989).
Por el contrario, la administracion oral de escopolamina, un bloqueador del receptor
colinérgico, provoca deficiencias en atencién (Dunne y Hartley, 1986).

Adicionalmente, estudios de microdidlisis han revelado que la liberacién de
acetilcolina en la corteza aumenta con la activacién cerebral y con los procesos de
atencion (Himmelheber ef al., 2000; Inglis ef al., 1994). Es interesante que la liberacion
de acetilcolina en la corteza frontoparietal aumenta atin més al incrementar los niveles de
atencion requeridos para completar una tarea de atencién (Himmelheber et al., 2000).

Los niveles de acetilcolina en la corteza cerebral pueden ser modulados negativamente
por la administracién, tanto sistémica como de forma localizada dentro de los niicleos
basales, de agonistas del receptor de benzodiacepinas tales como el clordiacepoxido
(CDP) (Moore et al., 1993, 1995). Estos tratamientos también producen deficiencias en
el desempefio de las ratas en tareas de atencién (Holley et al., 1995). Por otra parte, las
microinyecciones de agonistas de GABA directamente dentro del nicleo basal de
Meynert (NBM), una regién del diencéfalo, producen deficiencias en otro tipo de tarea de
atencion (Pang et al., 1993). Los efectos de los agonistas de GABA y de receptores de
benzodiacepinas en ratas son consistentes con informes previos que indicaban que los
agonistas de receptores de benzodiacepinas producen deficiencias de atencidén en los

seres humanos (Preston es af., 1988). Los resultados de los articulos expuestos




anteriormente sugieren, en su conjunto, que la acetilcolina en la corteza cerebral estd

involucrada en el control de la atencidn.

E. Circuitos neuronales que controlan la atencidn

En numerosos articulos se delinean circuitos neuronales especificos que estin
asociados con distintas formas de atencidn en seres humanos (Mesulam, 1981; Corbetta
et al., 1991; Pardo et al., 1991). La realizacién de tomografias de emision de positrones
(PET) ha revelado que, en humanos, diferentes regiones de la corteza son activadas al
realizar tareas que miden diferentes tipos de atencion, tales como la atencién selectiva,
dividida o visual y espacial (Corbetta et al., 1991; Mesulam, 1983; Posner ef al., 1984).
De forma similar, la microinyeccion simultdnea de 192 IgG-saporina en multiples areas
de la corteza cerebral en ratas produce deficiencias en la realizacion de una tarea de
atencion sostenida (McGaughy y Sarter, 1998). Una regién en particular, la corteza
prefrontal medial (CPFm) ha sido considerada uno de los componentes principales de los
circuitos neuronales que procesan varias formas de atencién en humanos (para revisiones
de la literatura sobre el tema ver Knight et al., 1995; Pardo et al., 1991), y en primates no
humanos (Fuster, 1995).

La corteza prefrontal medial ha sido implicada en el contro! de varias funciones de
memoria de trabajo (Brito y Brito, 1990; Poucet y Herrmann, 1990), de ejecucion, de
procesamiento espacial (Kolb, 1984), y en particular, con la toma de decisiones, la
preparacién de una respuesta motora y la asignacién de importancia a los estimulos
sensorjales (Balleine y Dickinson, 1998; Fuster, 1991). Sin embargo, los efectos nocivos
de lesiones de la CPFm en tareas de memoria de trabajo son més marcados en tareas
complejas, que requieren un esfuerzo de procesamiento mayor, indicando que esta region
cerebral estd involucrada en funciones mas complejas (Granon ef al., 1994). Por otra
parte, las infusiones de escopolamina en la CPFm producen deficiencias que dependen de
la duracién de la espera en una tarea de discriminacién continua (Herremans et al., 1997).
Los resultados de este ultimo experimento indican que la CPFm estd involucrada en

procesos de atencion selectiva y no en el control de la memoria de trabajo (Herremans et
al., 1997).



Otros experimentos han proporcionado resultados similares. Por ejemplo, se ha
observado que ratas con lesiones de la CPFm tienen dificultades para resolver tareas que
requieren atencién dividida o sostenida (Brown et al., 1991; Olton et al., 1988). Un
¢xperimento particularmente importante es el realizado por Muir y colaboradores en
1996. En dicho experimento se demostré que lesiones por toxicidad de la CPFm
producen deficiencias en ¢l desempefio de una tarea de atencién, mientras que lesiones de
otras regiones de Ia corteza cerebral no producen ningun trastorno en la realizacion de
dicha tarea.

Por tltimo, existe evidencia proveniente de estudios electrofisiologicos que indican
que la CPFm y el sistema colinérgico del diencéfalo estin involucrados en el control de
atencion. Un estudio publicado recientemente por nuestro laboratorio reveld la existencia
de correlaciones entre la actividad neuronal de la CPFm y la realizacién de una tarea de
atencion (Gill et al., 2000). Este estudio demostré que el suceso de la tarea que tiene
mayor efecto en la actividad de la CPFm es el incremento en la dificultad de la tarea que
resulta de la presentacién de una distraccién. Algunas de las neuronas registradas
respondieron a la presentacion de la distraccién aumentando o disminuyendo su
velocidad de descarga. La pérdida local y unilateral del impulso colinérgico en la region
de registro redujo el nimero de neuronas cuya actividad era modulada por la distraccion,
aunque no tuvo ningin efecto en la realizacién de la tarea (Gill et al., 2000).
Adicionalmente, las neuronas de la CPFm exhibieron cambios en actividad que estaban
correlacionados con sucesos especificos de 1z tarea, principalmente con la preparacion y
ejecucion de una respuesta, y con la anticipacién y el consumo de la recompensa.
También se encontrd que la proporcién de neuronas que presentaban correlacién con

algin suceso de la tarea se redujo después de la pérdida del impulso colinérgico (Gill ez
al., 2000).

F. Objetivos

Por lo tanto, existe evidencia sélida que relaciona el sistema colinérgico del
diencéfalo, y en particular sus proyecciones a la CPFmy, con el control de la atencion en
diversas especies animales. Sin embargo, se necesita mayor informacién para

comprender los mecanismos por los cuales la acetileolina modula la atencién y la



actividad de la CPFm. En particular, es importante determinar en qué manera la
manipulacion del sistema colinérgico del diencéfalo afecta la actividad neuronal de la
CPFm, y cémo estos cambios, si existen, estin asociados con cambios en el
comportamiento,

Estudios previos han demostrado que el tratamiento con agonistas del receptor de
benzodiacepinas reduce la liberacion de acetilcolina en la corteza (Moore et al., 1993,
1995). Ademds, este tratamiento reduce el porcentaje de aciertos en una tarea de atencion
visual sostenida (Holley et al., 1995). No obstante, no se ha determinado cuél es ¢l efecto
de estas manipulaciones en la actividad de la CPFm tanto esponténea como asociada a la
realizacion de la tarea.  Por lo tanto, se disefl6 este experimento para estudiar los efectos
de microinyecciones dentro de los niicleos basales de CDP en ia actividad neuronal de la
CPFm de ratas que realizan una tarea de atencién visual sostenida. Adicionalmente, se
disefié este experimento con el objeto de determinar los cambios en la actividad neuronal
de la CPFm que estin asociados a deficiencias en el desempefio bajo condiciones de
mayor dificultad (durante la presentacion de una distraccion). Puesto que los agonistas
de los receptores de benzodiacepinas no aumentan directamente la actividad de GABA,
sino que dependen de sus niveles normales, este experimento proporcionard informaciéon

sobre los mecanismos por los cuales GABA modula el procesamiento de atencion in vivo.

G. Hipotesis

Se sabe que las microinyecciones de CDP dentro de los nicleos basales reducen el
porcentaje de aciertos en la tarea de atencién visual empleada en este experimento
(Holley et al., 1995). Por consiguiente, se esperaba observar un efecto similar en la
exactitud en los eventos sefializados después de los tratamientos con CDP. Asi mismo, se
esperaba que el CDP no tendria efecto en la exactitud en eventos no sefializados, ni en. el
porcentaje de omisiones, ni en la preferencia por una de las dos palancas de respuesta.
En este experimento, las medidas fueron tomadas en una versién diferente de la tarea, que
incluye un perfodo de mayor dificultad. Debido a los resultados de los estudios
€Xpuestos anteriormente, se esperaba que las deficiencias en el desempefio debidas al

incremento de la dificultad de la tarea serian mayores después de las microinyecciones de
CDP.



Debido a la complejidad del sistema colinérgico de los niicleos basales, y de los
receptores de GABA, era muy dificil predecir los efectos que tendrian los tratamientos
con CDP en la actividad espontdnea de las neuronas de la CPFm. Sin embargo, se sabe
que el CDP reduce 1a liberacioén de acetilcolina en la corteza (Moore ef al., 1993, 1995), y
que la pérdida del impulso colinérgico en la zona de registro reduce la velocidad de
descarga de las neuronas de la CPFm (Gill ef al., 2000). Por consiguiente, se esperaba
que las microinyecciones de CDP dentro del diencéfalo tendrian un efecto similar en la
actividad neuronal de la CPFm.

Adicionalmente, se esperaba que las microinyecciones de CDP afectarian la
modulacién de la actividad neuronal de la CPFm por la distraccién. Asi mismo, se
postul6 que este tratamiento alteraria el patron de correlacion entre la actividad neuronal
de la CPFm y los diferentes sucesos importantes de la tarea. En concreto, se proponia
que el CDP reduciria la proporcién de neuronas cuya actividad es modulada
positivamente por la distraccion. En efecto, se sabe que la pérdida local del impulso
colinérgico reduce la proporcion de neuronas que presentan un incremento en actividad
asociado a la presentacién de la distraccién (Gill ef al., 2000). Ademds, se cree que las
deficiencias en el desempeiio producidas por el CDP se deben a la inhibicion del sistema
colinérgico del diencéfalo (Sarter ef al., 1992). Del mismo modo, se predijo que las
microinyecciones de CDP reducirian el nimero de neuronas que presentan cada tipo de

correlacion entre su actividad y los diferentes sucesos del comportamiento.



II. MATERIALES Y METODOS

A. Sujetos de estudio

Los sujetos empleados en este experimento fueron ratas adultas machos de la especie
Long-Evans (n=9, Harlan Sprague-Dawley, Indiandpolis, IN). Las ratas pesaban entre
250y 300 gramos al inicio del estudio. Fueron alojadas en parejas en un animalario en el
cual se mantenian a niveles constantes la temperatura (25 °C) y la humedad (45%). El
animalario tenfa un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas (las luces se encendian a las 6:30
a.m.). Las ratas tuvieron acceso libre a comida y agua hasta el inicio del experimento. A
partir de ese momento, las ratas fueron alojadas individualmente v el acceso a agua fue
restringido. Los animales recibian agua durante las sesiones diarias de entrenamiento, y
en su jaula durante un tiempo de menos de veinte minutos después de cada sesién. Esto
ultimo se hacia con el objeto de que las ratas mantuvieran por lo menos el 85% de su
peso en condiciones sin restricciones. Todos los animales fueron manipulados
extensamente desde su llegada al animalario. El protocolo experimental fue aprobado

por el Comité para el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio de la Universidad del
Estado de Ohio.

B. Aparatos para el estudio del comportamiento

Las ratas fueron entrenadas inicialmente en cdmaras de experimentacién de 28 cm de
largo por 21 cm de ancho por 27 ¢m de alto. Estas cdmaras estaban colocadas dentro de
cajas para atenuar el sonido y la luz (medidas: 64cm x 41cm x 41 cm, Med Associates,
East Fairfield, VT). La parte frontal de la ¢dmara de experimentacion tenia tres luces de
estimulacion (2.8W) que estaban centradas seis centfmetros por encima de tres palancas
de respuesta. Ademads, en la parte frontal se encontraba una luz principal (2.8W) que
estaba situada cinco centimetros por encima de la luz de estimulacién situada en el
centro. Las palancas de respuesta estaban situadas siete centimetros por encima de un
suelo de rejilla. En la parte posterior de la cAmara de experimentacién se localizaban un.
altavoz y un dispensador de agua. El dispensador de agua entregaba una gota de agua (60
ul) como recompensa, dentro de un recipiente que estaba imbuido en la pared (5 cm de

ancho x 3 cm de fondo x 5 cm de alto). Cuando las ratas alcanzaban un rendimiento
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estable a un mnivel aceptable de exactitud, eran transferidas a una cémara de
experimentaciéon adaptada para registrar la actividad electrofisiolégica. La figura 1
presenta un esquema de esta cdmara de experimentacion.

Esta cdmara era idéntica a la cdmara de entrenamiento, pero poseia paredes mas altas
(42 cm) y un recipiente para el agua més grande (6.5 cm x 6 cm x 13 cm). Este recipiente
tenfa incorporado un diodo emisor y un detector en la entrada. Esta cdmara también
estaba colocada dentro de una caja més grande para atenuar el sonido y fa luz (59 cm x 39
cm X 54 cm). En la parte superior de esta caja habia instalada una cémara de video
conectada a una television y un grabador de videocasetes. Ambos tipos de camara de
experimentacion estaban controladas por computadoras personales con programas

informaticos desarrollados por Med Associates Inc (Georgia, VT).

C. Entrenamiento

Las ratas fueron entrenadas en una tarea en la que tenfan que presionar una de dos
posibles palancas para obtener agua como recompensa. Con el objeto de evitar que
desarrollaran preferencia por alguna de las palancas de respuesta, las ratas no eran
recompensadas por mds de cinco respuestas consecutivas en la misma palanca. Cuando
las ratas llegaron a emitir por lo menos cincuenta respuestas en cada una de las palancas,
durante una sesion de una hora y por tres dias consecutivos, se inicié el entrenamiento en
una tarea de atencidn visual sostenida.

En esta tarea se entrend a las ratas para que aprendieran a diferenciar entre la
presentacién al azar de dos tipos de eventos: eventos no seflalizados y eventos
seflalizados. En estos Gltimos, s¢ presentaba una sefial luminosa breve y de duracién
variable, consistente en la iluminacién de la luz de estimulacién central. Ambos tipos de
eventos eran seguidos, un segundo mds tarde, por un tono de 200 milisegundos de
duracién que abria una ventana de respuesta de cuatro segundos. Al terminar esta
ventana, o cuando la rata efectuaba una respuesta, se iniciaba un intervalo de separacién
de pruebas (ISP) cuya duracién variaba entre sicte y trece segundos. La figura 2 ilustra la

parte frontal de la cimara de experimentacion y las reglas de respuesta de la tarea.
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En los eventos seflalizados, las ratas debian presionar la palanca situada a la izquierda
para efectuar una respuesta correcta, denominada un “Acierto” (A). En este tipo de
eventos cuando 1a rata presionaba la palanca situada a la derecha emitia una respuesta
incorrecta, llamada “Fallo” (F). Por el contrario, en los eventos no sefializados, presionar
la palanca derecha era considerado una respuesta correcta, denominada ‘“Rechazo
Correcto” (RC), mientras que presionar la palanca izquierda era una respuesta incorrecta
y era llamada una “Falsa Alarma” (FA). Con cada respuesta correcta las ratas recibian
una recompensa que consistia en una gota de agua. Con las respuestas incorrectas, los
animales no recibian agua. El presionar la palanca central no tenia consecuencias.
Durante una sesion se presentaba un total de aproximadamente 150 pruebas, de las cuales
la mitad eran eventos sefializados. Los dos tipos de eventos eran presentados de manera
aleatoria. Cada sesi6n duraba 46 minutos ¢ inclufa un periodo de tarea de 36 minutos,
dividido en tres bloques de doce minutos cada uno. El periodo de tarea era precedido y
seguido por dos periodos de cinco minutos en los que las ratas no tenian que responder.

El entrepamiento en Ia tarea de atencidn visual sostenida se efectud en tres etapas. En
la primera etapa las ratas debian reconocer eventos sefializados en los que se presentaba
una sefial de 500 milisegundos de duracién. Ademés, en esta etapa, una respuesta
mcorrecta tenfa como consecuencia la presentacion de pruebas de correccion. En estas
pruebas, el mismo tipo de evento era presentado por un méximo de cinco veces o hasta
que la rata efectuara una respuesta correcta. En la segunda etapa de entrenamiento se
omitid la presentacién de pruebas de correccién. Para pasar de una etapa de
entrenamiento a la siguiente, las ratas debian alcanzar un minimo de 70% de respuestas
correctas en ambos tipos de eventos, y un mdximo de 30% de omisiones (O) durante tres
dias consecutivos. En la 1ltima etapa de entrenamiento fueron introducidas sefiales
luminosas de dos nuevas duraciones (25 y 50 milisegundos).

Cuando las ratas respondieron correctamente un minimo del 75% de las veces en
ambos tipos de eventos, con menos del 25% de omisiones durante tres djas seguidos, se
les present6 una version modificada de la tarea. Esta version, denominada “sesion con
distraccion” aumentaba el nivel de atencién que debian poner para responder
correctamente. Esta sesidn era idéntica a la (ltima etapa de entrenamiento, con la

excepcion de que durante el segundo bloque del periodo de tarea se introducia una
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distraccién. Esta consistia en Ia luz principal que parpadeaba a una frecuencia de 0.5Hz.
Cada rata recibi6 cinco o seis sesiones con distraccion, separadas entre si por un minimo
de tres sesiones normales. Después de la quinta sesién con distraccidn, las ratas fueron
transferidas a una cdmara de experimentacion equipada con un sistema para registrar la
actividad electrofisiolégica. Las ratas fueron sometidas a cirugia después de la tercera

sesidn con distraccidn en esta nueva camara.,

D. Electrodos

La actividad electrofisioldgica fue registrada empleando electrodos dobles, descritos
originalmente por McNaughton y colaboradores en 1983. Los electrodos dobles fueron
preparados sumergiendo en un pegamento epoxidico un par de alambres de tungsteno
(20pm de didmetro, California Fine Wire, Grofer Beach, CA) y cocinandolos a 200 °C
durante una hora. Dos pares de electrodos dobles fueron insertados en una canula guia,
de calibre 30 y de 18 mm de largo, de tal manera que sobresalian entre 2.1 y 2.3 mm por
la parte inferior. La figura 3 representa un esquema del sistema de electrodos.

La cdnula guia con los electrodos fue pegada a un mecanismo de transmisién. Este
mecanismo consistia en un portador que tenfa en cada extremo una varilla con surcos y
que permitia, al girar las varillas, introducir los electrodos a mayor profundidad en el
cerebro después de su implantacion por medio de cirugia. En la parte de atras del
portador se encontraban cuatro alambres de plomo. Los dos alambres finos de cada
electrodo doble fueron separados el uno del otro en la parte superior de la canula guia. El
recubrimiento empleado como aislante fue removido, y cada alambre fue enroliado
alrededor de un alambre de plomo separado. Para lograr buena conductividad eléctrica,
esta conexion fue cubierta con pintura de nikel. Una vez seco, las partes delicadas fueron
cubiertas con pegamento como medio de aislamiento ¥ proteccion,

La impedancia de los alambres finos estaba comprendida entre 140 y 320 k2. El
mecanismo de transmisién estaba también equipado con una carmla guia para
microinyecciones, de 20 mm de largo. La canula guia para microinyecciones estaba
localizada paralelamente a la canula gufa que contenia los electrodos, a una distancia de

menos de un milimetro. Un protector de calibre 32 y de 20 mm de largo fue colocado
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dentro de la segunda canula guia para prevenir su obstruccién y el desarrollo de

infecciones,

E. Cirugia

Todas las ratas recibicron un antibidtico (30 me/kg de Cefadroxil; Bristol-Myers,
Barceloneta, PR) por via oral dos veces diarias durante los dos dias precedentes a la
cirugia. Las ratas fueron anestesiadas con isoflurano. Durante la cirugia, la temperatura
corporal fue controlada y estabilizada a 37 + 0.5 °C. Para ello se emple6 una sonda que
se insertaba en ¢l recto y estaba conectada a una sdbana térmica (Harvard Apparatus,
Edenbridge, KY). Una vez ancstesiada, se afeité la cabeza de la rata y se coloco al
animal en un aparato para cirugias de animales pequefios, que permite mantener la cabeza
fija (Kopf Instruments, Tujunga, CA). Se lmpi6 el cuero cabelludo con Betadine® y se
procedié a hacer una pequefia incisién por el medio. La piel y las membranas
subyacentes fueron retiradas suavemente para exponer el craneo. Una vez expuesto, se
abrieron pequefios agujeros que atravesaban el hueso. Para ello se empleé un barrefio
pequefio sujetado por el aparato para cirugias.

Un mecanismo con los electrodos fue montado en cada hemisferio, de tal manera que
los electrodos quedaron dentro de la corteza prefrontal medial. Para ello se emplearon las
sigutentes coordenadas: + 2.8 mm en la direccién anterior-posterior; + 1.5 mm en la
direccion medio-lateral; — 2.5 mm desde la superficie de duramadre en la direccion
dorsal-ventral, a un 4ngulo de 10° hacia el centro. Estas coordenadas fueron
determinadas de acuerdo con el Atlas de Paxinos y Watson (1998). Ademas, se implanto
en la corteza sensorimotora un electrodo de acero inoxidable cubierto con teflon (250pm
de didmetro, A-M Systems, Everitt, WA), a manera de una tierra de referencia. Otro
electrodo similar fue enrollado alrededor de un tornillo colocado en la superficie del
craneo. Este Gltimo electrodo sirvi6 para llevar a tierra al animal. Los dos electrodos de
tierra y el mecanismo de transmisién fueron conectados a un conectador de plastico
colocado en la parte de atris de la cabeza de 1a rata.

Ademds se implantaron en ambos hemisferios cerebrales canulas guia para la
microinyeccién de drogas (calibre 26; Plastics One, Roanoke, VA). Estas Gltimas fueron

colocadas en los nucleos basales usando las siguientes coordenadas: - 3.0 mm en la
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direccién antero-posterior, y + 2.8 mm en la direccién medio-lateral a un angulo de 15°
en direccion a la nariz. Se emplearon dos diferentes coordenadas en la direccion dorso-
veniral: -6.4 mm desde la superficie de duramadre para los cinco animales con los cuales
se emplearon microinyectores que sobresalian 1 mm por la parte inferior de la canula
guia; y —7.4 mm desde la superficie de duramadre para las cuatro ratas para las que se
emplearon microinyectores de la misma longitud que la cAnula guja. Estas coordenadas
fueron escogidas de acuerdo con el atlas de Paxinos y Watson, 1998, El mecanismo de
transmision, los electrodos conectados a tierra, las cénulas guia y el conector fueron
fijados a la superficie del crineo con tornillos y cemento dental, tal como se puede
observar en la figura 4.

Al finalizar la cirugia, se aplicé sobre la herida un gel que contenia un anestésico local
(Pramoxina HCI) y antibiéticos (Sulfato de Polimixina B, Sulfato de Neomicina, y
Bacitracina Zinc). Este gel fue aplicado sobre la herida una vez diaria durante los tres
dias que siguieron a la cirugia. En esos dias las ratas recibieron ademds 30mg/kg de

Cefadroxil dos veces al dia.

F. Registro de la actividad neurofisiologica
Despues de la cirugia, las ratas tuvieron una semana de recuperacién en sus jaulas,
con comida y agua en abundancia. Al terminar 12 semana, la cantidad de agua disponible
diariamente fue reducida gradualmente antes del inicio de la colecta de datos. Se
registraron potenciales eléctricos por medio de un amplificador operacional que se
conectaba al inicio de la sesién en la cabeza de la rata, tal como puede verse en la figura
4. Esta actividad era enviada a un conmutador que distribuia las sefiales eléctricas a dos
amplificadores diferenciales de cuatro canales (A-M Systems, Everitt, WA). Las sefiales
analogicas eran amplificadas y filtradas (s6lo se recogian las sefiales con una frecuencia
mayor a 300Hz y menor a 5kHz). Por ultimo, las sefiales eran digitalizadas con un
convertidor analégico-digital (DT2821, 250kHz).
Unicamente se registraron, a una frecuencia de 25kHz, las sefiales que tenfan una
amplitud méaxima superior a un limite minimo definido por el usuario en cualquiera de los
electrodos de un mismo electrodo doble. Para cllo se emplearon los programas

informaticos de Discovery (Datawave Technologies, Longmont, CO). Al inicio de una
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sesion se separaba la actividad multiple detectada en cada electrodo doble en sus varios
componentes (i.e., en la actividad de las diferentes neuronas). Esto se conseguia gracias a
la agrupacién de las sefiales de cada neurona al construir graficas empleando varios
parametros extraidos de la forma de la sefial en cada uno de los electrodos. Los
parametros empleados para esto incluian: la amplitud mdxima, el angulo de fase
mdximo, la amplitud del valle, el angulo de fase del valle, 1a amplitud entre el punto de
mayor amplitud y el valle, y la amplitud maxima de la sefial.

La actividad de cada neurona seleccionada era registrada a lo largo de la sesidn, por un
minimo de dos sesiones normales y una sesién con distraccién. Después de cada sesion
con distraccion, el mecanismo de transmisién era avanzado a zonas mas profundas del
cerebro con el objeto de estudiar la actividad de distintas neuronas. El software que
controlaba la cdmara de experimentacién estaba programado para enviar un pulso de 5
voltios a una tarjeta digital de medicién de tiempo para sefializar cada suceso relevante
del comportamiento. Estos incluian: la aparicién de la sefial luminosa, la emisién de un
tono, cambios en el estado de la luz principal, el movimiento de las palancas de respuesta
(tanto dentro de la ventana de respuesta como durante el ISP), la liberacién de agua, y la
entrada al sitio donde se encuentra el recipiente de agua. Este software también enviaba
pulsos a la tarjeta de medicién de tiempo que indicaban el inicio y el final de cada
prueba, la duracién de la sefial, y los eventos no sefalizados. Estos pulsos eran

introducidos como banderas dentro de la sefial electrofisioldgica a una resolucién de 0.1

milisegundo.

G. Microinyecciones

Las ratas recibieron microinyecciones dentro de los micleos basales de forma
bilateral. Este procedimiento se iniciaba 10 minutos antes del inicio de las sesiones con
distraccion. Se les inyect6 soluciones de 0, 20 o 40 ug de clordiacepoxido en solucidon
salina. Ademds, todas las ratas recibieron un tratamiento control, en el que se simulaba
una microinyeccion pero no empleaba ninguna solucién. Un grupo de ratas (n=5) recibio®
microinyecciones a una velocidad de 0.1 ul/min durante cinco minutos (para llegar a un
volumen total de 0.5 pl en cada hemisferio cerebral). Para esto se emplearon

microinyectores que sobresalian 1 mm por la parte inferior de la cinula guia. Para
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realizar las microinyecciones del segundo grupo de ratas (n=4) se emplearon inyectores
de la misma longitud de la cinula guia. Estas ratas recibieron un total de 0.5 pl de droga
en cada hemisferio cerebral a una velocidad de 0.5 pl/min durante un minuto. En ambos
casos, los inyectores fueron dejados dentro de la cénula guia durante cinco minutos al
terminar la microinyeccion. Todas las ratas recibieron todos los tratamientos y dos

sesiones con distraccion sin recibir microinyecciones. El orden de los tratamientos fue

determinado de forma aleatoria.

H. Lesidn electrolitica

Al terminar el experimento, las ratas fueron anestesiadas con una dosis de 50 mg/'kg
de Nembutal. La localizacién final de 1a punta de los electrodos fue marcada haciendo
una lesion electrolitica muy pequefia. Para ello se envié un pulso de —15 pA de 20
segundos de duracién en cada uno de los cuatro electrodos dobles. Se empledé un

estimulador y una unidad de aislamiento para realizar las lesiones electroliticas (Grass
Instruments, Quincy, MA).

I. Microinyeccion de colorante

Con el objeto de verificar la localizacion de las canulas guia para la microinyeccién de
las drogas, cada rata recibié una microinyeccion en ambos hemisferios cerebrales de una
solucion al 1% de Chicago Sky Blue. Para ello se siguié el mismo protocolo que ¢l
empleado para la microinyeccién de drogas. Las ratas fueron preparadas para perfusion

cardiaca al terminar la microinyeccién del tinte.

J. Perfusion cardiaca e histologia

Para la perfusion cardiaca se empled una solucién salina al 0.9% fria, seguida por una
solucién de formalina al 10% en un tampén. Posteriormente los cerebros fueron fijados
por 24 horas en formalina al 10% y luego transferidos a una solucién de sacarosa al 25%
en un tampdn de fosfato (0.1 M, pH 7.4). Se obtuvieron secciones de 50 pm de grosor de
cada cerebro usando un criostato. Estas secciones fueron colocadas en un tampdn de

fosfato 0.1 M de pH 7.4 y almacenados a 4° C hasta que fueron puestas en portaobjetos.
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Las secciones asi preparadas fueron tefiidas siguiendo los procedimientos estindares para

la tincion de Nissl.

K. Medidas del comportamiento

Para cada sesion se registré el nimero de aciertos, fallos, rechazos correctos, falsas
alarmas, y errores de omision. Unicamente las sesiones con distraccién en las que las
ratas respondieron a mas del 50% de las pruebas fueron incluidas en el analisis. Las
medidas del comportamiento generadas para el analisis estadistico fueron calculadas
segun las siguientes formulas. La exactitud de las respuestas en los eventos sefializados o
porcentaje de aciertos (%A) se calculé a partir del niimero de aciertos (A) y de fallos (F)
con la siguiente formula: %A=100*A/(A+F). De la misma manera, la exactitud en los
eventos no sefializados o porcentaje de rechazos correctos (%RC) fue calculado a partir
del mimero de rechazos correctos en una sesién (RC) y del mimero de falsas alarmas
(FA) gracias a la siguiente f6rmula: %RC=100*RC/(RC+FA). Ademds se calcularon los
errores de omisién (%0) en los dos tipos de prucbas con la siguiente férmula:
%0=100*0/T donde O representa el mimero de omisiones y T el total de pruebas en cada
sesion. El grado de preferencia por una de las palancas fue calculado con la siguiente
formula: P=(A+FA)/R, donde P es la medida de preferencia y R es el nimero total de
respuestas emitidas. Por 1ltimo, se calculé el indice de vigilancia (IV) empleado por
McGaughy y Sarter (1995) con la sigujente férmula; IV =(a-fy/[2*(a+)~(a+f)*], donde
a=A/(A+F), y =FA/(FA+RC). Puesto que nos interesaba estudiar el efecto de las
diferentes duraciones de la sefial luminosa (25, 50 y 500ms) y de la presentacion de una
distraccion, se calcularon las diferentes medidas para cada una de las tres duraciones por

separado y para cada uno de los blogues en los que se dividia la sesion.

L. Medidas electrofisiologicas

Unicamente las neuronas que presentaban mas de 200 descargas durante las sesiones
en las que se cumplia el criterio de desempefio fueron usadas para el anélisis
electrofisiolégico. Se calcul6 la actividad promedio para cada neurona, para la sesién
completa y para cada uno de los bloques en los que se dividia dicha sesion. El efecto

modulador que la distraccién ejercia en la actividad de las neuronas de la CPFm se
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determiné por medio de la comparacién de la actividad promedio durante los bloques 1 y
3 con la actividad promedio en el bloque 2. Las neuronas que exhibian un cambio en
actividad cuyo valor absoluto excedia el 15% en el blogque 2 y que era revertido por un
minimo del 10% en el bloque 3 fueron denominadas neuronas con aumento (o
decremento, segiin el sentido del cambio) de actividad inducida por la distraccién. Las
neuronas cuya actividad media cambiaba un 15% durante el bloque 2 pero no revertiz un
minimo de 10% en el bloque 3 fueron llamadas neuronas con aumento (o decremento) de
actividad asociado a la tarea. Para cada tratamiento se calculé el porcentaje de neuronas
que estaban incluidas en estas dos categorias, asi como el porcentaje de neuronas que no
presentaban cambios en su actividad. Por tltimo, se calculé también la magnitud de los
cambios en la actividad de las neuronas asociados a la presentacién de una distraccion,
asi como la magnitud en los que estos cambios fueron revertidos.

Se construyeron histogramas de tiempo centrados en eventos (HTCE) para cada
neurona, con el objeto de determinar la existencia de correlaciones entre la actividad de
las neuronas de la CPFm y cada uno de los sucesos relevantes para el comportamiento.
Los HTCE fueron construidos alrededor de los siguientes sucesos: la presentacién de la
sefial luminosa (para cada duracién por separado y en conjunto), el tono, los aciertos,
los fallos, los rechazos correctos, las falsas alarmas, el consumo de la recompensa, las
respuestas durante el ISP en ambas palancas de respuesta, y para el encendido y apagado
de la luz principal durante el bloque 2. Para construir los HTCE, se sumo la actividad de
cada neurona en intervalos de 20 ms a lo largo de una ventana de 4 segundos, centrada en

el suceso de interés, para todos los casos en que se dio ese suceso a lo largo de la sesion.

M. Anilisis estadistico
1. Datos del comportamiento
Se hicieron varios andlisis de varianza (ANOVA) para medidas repetidas usando
el grupo {control, 0, 20 y 40 ug de CDP) y el bloque como factores dentro de grupos,
para las diferentes medidas independientes (exactitud en los eventos no sefializados,
errores de omisidn, preferencia, exactitud en general, e indice de vigilancia). Ademds se

hizo un ANOVA para medidas repetidas que incluia también la duracién de la sefial
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como un factor dentro de grupos para las medidas independientes de exactitud en eventos

sefializados, IV, y errores de omisién.

2. Datos electrofisiolégicos
Puesto que se registré la actividad de diferentes neuronas en cada uno de los
tratamientos, se estidi6 la existencia de cambios en la actividad de las neuronas con un
ANOVA de medidas repetidas usando el grupo como factor entre grupos, y el bloque
como factor dentro de grupos. El efecto de las microinyecciones de drogas en el nimero
de neuronas cuya actividad estaba asociada a algtn suceso de la tarea, y en el nimero de
neuronas que tenian cambios en actividad asociados a la presentacion de una distraccion

fue examinado usando el andlisis Chi cuadrado.



ITII. RESULTADOS

A. Histologia

Para la elaboracién del presente informe, (nicamente se incluyo la verificacion de la
localizacién final de los electrodos y las canulas guia para cinco sujetos. Los otros cuatro
animales han sido incluidos en un estudio sobre el efecto de microinyecciones de CDP en
los micleos basales, después de realizar una lesién selectiva y localizada de las neuronas
colinérgicas en la CPFm. El andlisis de las secciones de los cerebros de los animales
empleados en este estudio revelé que los electrodos se encontraban en el sector pre-
limbico de la CPFm, tal como se puede ver en la figura 5. Las puntas de las canulas guia
para la microinyeccion de drogas en los distintos animales empleados en el estudio, se
encontraban en el globo pélido, el niicleo basal de Meynert, y Ia sustancia innominada La
situacién de las puntas de las cdnulas guia para la microinyeccidn de droga estd

representada en la figura 6.

B. Andlisis del comportamiento
1. Efecto de microinyecciones de solucién salina

No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre el desempefio
de las ratas en la tarea en las condiciones control y de microinyeccién de solucion salina.
En efecto, se encontré que la microinyeccién bilateral de solucidn salina en los niicleos
basales no afects el indice de vigilancia (IV) [F(1,7)=1.533, p>0.05] al comparario con el
IV en las sesiones control. Ademds, las interacciones entre la condicion (microinyeccién
de solucion salina), y la duracién de la sefial y el bloque no fueron estadisticamente
significativas [F(2,14)=0.092, p>0.05 y F(2,14)=0.052, p>0.05, respectivamente].  Asi
mismo, se encontré que las microinyecciones de solucién salina no afectaron ni la
exactitud ni el porcentaje de omisiones en ambos tipos de eventos, y que, ademds, no
indujeron la preferencia por una de las palancas de respuesta (para todas estas
comparaciones p>0.05). Por 1ltimo, se encontré que la microinyeccién de solucidén
salina no interacciond con el bloque ni con la duracion de la sefial (para todas las medidas

p>0.05). Por lo tanto, se tomd como desempefio base, para realizar todas las
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comparaciones, e} desempefio de los animales en las condiciones de microinyeccion
control y de solucidn salina combinadas.

Al igual que en experimentos anteriores en los que se empled esia tarea (Gill et al,
2000; Holley et al, 1995), el desempefio base se caracterizé por la dependencia del
indice de vigilancia y de la exactitud en eventos sefializados, de la duracion de la sefial
(F(2,14)=62310, p<0.001 y F(2.14)=56.467, p<0.001, respectivamente].  Esta
dependencia se tradujo en una mayor exactitud para ambas medidas al aumentar la
duracién de la sefial, tal como puede verse en las figuras 7 vy 8. Ademds, la presentacion
de una distraccién durante el segundo bloque de pruebas provocé la disminucién de la
exactitud en los eventos sefializados y no sefializados, asi como la disminucién del indice
de vigilancia (para todas las medidas, p<0.05). Estos resultados estin resumidos en las

figuras 9 y 10, respectivamente.

2. Efecto de microinyecciones de CDP (clordiacepéxido)

El desempefio de las ratas después de recibir microinyecciones de CDP dentro de
los niicleos basales se caracterizd también por la dependencia del indice de vigilancia y
de Ia exactitud en eventos seflalizados, de la duracién de la sefial (p<0.001), tal como se
ilustra en las figuras 7 y 8. También se observd un trastorno generalizado en el
desempefio durante el bloque 2 (p<0.05). Sin embargo, las microinyecciones de CDP no
aumentaron ¢l efecto nocivo de la distraccién en el desempefio durante el bloque 2. En
efecto, tal como puede observarse en las figuras 9 y 10, durante el bloque 2 se observé
una disminucidn en la exactitud en ambos tipos de eventos, as{ como en el indice de
vigilancia. No obstante, dicha disminucién fue similar en todas las condiciones. En la
figura 10 puede verse que la disminucién en el indice de vigilancia en el bloque 2
después del tratamiento con la dosis alta de CDP es mayor que en las otras condiciones,
pero que esta diferencia no es estadisticamente significativa (p>0.05).

El analisis de las figuras 8, 11 y 12 revelan que el trastorno global que se observd
durante la presentacién de la distraccién no tuvo ningiin efecto en la exactitud en eventos
no sefializados, ni en la preferencia, ni en el porcentaje de omisiones en ambos tipos de
eventos, respectivamente, al compararlos con el desempefio base (para todas las medidas,

p>0.05). De la misma manera, el estudio de la figura 13 revela que ¢l indice de vigilancia
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y el porcentaje de aciertos tampoco fueron afectados de forma significativa por las
microinyecciones de CDP. No obstante, existe una tendencia clara que indica que ¢l
CDP produce deficiencias en el desempefio en los eventos sefializados [F(3,18)=2.755,
p=0.072]. Esta tendencia es mas clara cuando se analiza por separado ¢l porcentaje de
aciertos totales en aciertos para cada una de las tres diferentes duraciones de la sefial
luminosa [efecto de la droga F(3,18)=3.075, p=0.054]. La comparacién del nimero de
aciertos en las diferentes condiciones sugiere que la dosis alta de CDP produce la
disminucién de la exactitud en los eventos sefializados, mientras que ia dosis baja no
tiene ningln efecto. Finalmente, los resultados proporcionan cvidencia de que las
microinyecciones de CDP no interaccionan con la duracién de la sefial o el blogue
[F(6,36)=0.578, p=0.745 y F(6,36)=0.476, p=0.822].

C. Andlisis electrofisiologico

1. Caracteristicas de las neuronas de la CPFm (corteza prefrontal medial)

A partir de la actividad multiple registrada por cada electrodo doble, se aislaron
entre dos y ocho neuronas en cada sesiéon. En total, se estudi6 la actividad de 163
neuronas en la condicidn control. En esta condicién, Ia actividad promedio de las
neuronas de la CPFm fue de 0.81+0.07 descargas por segundo durante el periodo previo
al inicio de la tarea. El promedio de la actividad de las distintas neuronas registradas
varid entre 0.00 y 4.58 descargas por segundo. La actividad promedio no varié
significativamente al inicio del perfodo de tarea (en el bloque 1), ya que se encontrd que
durante ese bloque las neuronas tuvieron una actividad promedio de 0.79+0.08 descargas
por segundo, con un rango que variaba entre 0.01 y 7.81 descargas por segundo. La
mayoria de las neuronas registradas tenia potenciales de accion con la caracteristica
forma bifisica, aunque se observaron algunas neuronas con potenciales de accion de

forma trifdsica. La duracién de los potenciales de accién variaba entre 0.92 y 1.3

milisegundos.

2. Las microinyecciones de CDP aumentan la actividad durante el desempeiio base
El anilisis de la actividad promedio bajo las distintas condiciones, reveld que las

microinyecciones de solucidn salina no alteraron de manera significativa Ia velocidad de
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descarga durante ¢l perfodo previo al inicio de la tarea [(F(1,309)=0.006, p>0.05], ni
durante el primer bloque [F(1,309)=0.420, p>0.05], tal como puede verse en el cuadro 1.
La comparacién de la velocidad de descarga promedio en cada uno de los bloques y en la
sesion completa, reveld que el tratamiento con solucién salina no produjo ningun efecto
(para todas las medidas, p>0.05). Por lo tanto, la informacién sobre la velocidad de
descarga en estas dos condiciones fue combinada y considerada la actividad base de las
neuronas. El efecto de las microinyecciones de CDP en el diencéfalo fue estudiado por
comparacion con la actividad base.

Se encontré que ambas dosis de CDP produjeron un incremento en el promedio de
velocidad de descarga durante el nivel basal de desempefio (bloque 1), tal como se puede
observar en el Cuadro 1 [F(2, 620)=3 411, p<0.05]. Sin embargo, las microinyecciones
de CDP no afectaron de manera significativa la actividad promedio de las neuronas
durante el periodo previo al inicio de la tarea. Por tltimo, se observod que las
microinyecciones de CDP produjeron un aumento considerable, aunque no significativo,

de la actividad neuronal durante la sesién completa [F(2,620)=2.454, p=0.087].

3. Cambios en la actividad neuronal asociados a la presentacién de una distraccién

Se encontré que la presentacion de una distraccién durante el bloque 2, alteraba la
velocidad de descarga de algunas de las neuronas de la CPFm. En la figura 14 se
presentan ejemplos representativos de este fendmeno. En el cuadro 2 se presenta un
resumen de los cambios observados en la actividad neuronal asociados a la presentacion
de una distraccién. Aproximadamente el 36% de las neuronas registradas bajo el
tratamiento control presentaron cambios en su actividad que estaban asociados a la
introduccién de la distraccién. Dos tercios de las meuronas en esta categoria
disminuyeron su actividad durante ¢l bloque 2, mientras que Unicamente un tercio
aumento la velocidad de descarga. La comparacion por Chi cuadrado de la proporcion de
neuronas cuya actividad se reducifa durante el bloque 2 reveld que existia una diferencia
significativa entre el control y el tratamiento con solucion salina (x*=4.32, p<0.05). Por
el contrario, no se observaron diferencias significativas en la proporcién de neuronas

cuya actividad aumentaba durante el bloque 2 (p>0.05).
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Puesto que el tratamiento con solucién salina tuvo efectos significativos en la actividad
neuronal en la CPFm, se emplearon las medidas tomadas después de! tratamiento con
solucion salina como actividad base para la comparacién con los tratamientos con CDP.
Se encontré que las microinyecciones de CDP no afectaron significativamente la
proporcion de neuronas cuya actividad cambiaba durante el bloque 2 (para todas las
medidas, p>0.05).

E130% de las neuronas registradas después del tratamiento control exhibieron cambios
en actividad que estaban asociados a la realizacién de la tarea. Estas neuronas se
caracterizaban por cambiar su actividad en el bloque 2 en relacién con el blogue 1, sin
revertir esta tendencia durante el bloque 3. La proporcién de neuropas que presentaron
una disminucion de la actividad asociada a la realizacién de la tarea después de los
tratamientos con solucion salina y con CDP, era significativamente diferente de la
proporcion observada en la condicién control (para todas las medidas, p<0.05). Sin
embargo, no se encontraron diferencias significativas al comparar los efectos de
microinyecciones de solucion salina con los efectos de las microinyecciones de CDP
(p>0.05). Adicionalmente, no se observaron diferencias significativas en la proporcidn

de neuronas cuya actividad aumentaba durante la realizacion de la tarea (para todas las
medidas, p>0.05).

4. Correlacién de actividad neuronal de la CPFm con las medidas de comportamiento

Al igual que en informes previos publicados por Gill e al (2000), se enconird que
la actividad de las neuronas en la CPFm presentaba cambios que correlacionaban con
sucesos criticos de la tarea. En la figura 15 se presentan ejemplos ilustrativos de dichas
correlaciones entre actividad neuronal y eventos. El patrén de actividad de la mayoria de
las neuronas estaba correlacionado con las respuestas y con la anticipacion y el consumo
de la recompensa. Adicionalmente, al menos el 10% de las neuronas registradas en todas
las condiciones presentaban un patrén de actividad que correlacionaba con la respuesta
sensorial. Por lo tanto, las neuronas de la CPFm fueron clasificadas como neuronas que
presentaban correlacién con la respuesta o con la recompensa, o que tenian correlacién
sensorial. Adicionalmente, las neuronas que presentaban correlacién con la respuesta y

con la recompensa fueron divididas en subgrupos segfin el sentido del cambio (inhibici6én
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0 excitacién) y el momento en el que ocurria (anticipacién o gjecucion de respuesta,
anticipacion o consumo de la recompensa).

La comparaci6n de la proporcién de neuronas que exhibian cada tipo de correlacion en
cada una de las cuatro condiciones reveld que el procedimiento de microinyeccion tuvo
un efecto en el patrén de actividad de las neuronas en la CPFm. En efecto, se observé
que la proporcion de algunos tipos de correlaciones diferfa en las condiciones control y
de microinyeccion de sohicién salina (p>0.05). No obstante, este efecto no es
generalizado para todos los tipos de correlacion, va que se observa Unicamente en la
proporcion de neuronas cuya actividad estd correlacionada con la respuesta, tal como se
desprende del andlisis de los resultados presentados en el cuadro 3. Por lo tanto, se
utiliz6 el tratamiento con solucién salina como medidas base para determinar el efecto de
las microinyecciones de CDP.

El analisis Chi cuadrado revelé que unicamente la dosis alta de CDP afecté
significativamente la proporcién de neuronas que exhibia cada tipo de correlacion. Es
interesante notar que las microinyecciones de la dosis alta de CDP no afectaron de
manera significativa el mimero de neuronas que presentaban correlacion con la respuesta
(:*=0.007, p>0.05). Sin embargo, este tratamiento aumentd de manera significativa y
selectiva la proporcion de neuronas que no exhibian ningin tipo de correlacion (x*=6.346,
p<0.05). Al mismo tiempo, este tratamiento redujo el mimero total de neuronas que
presentaban correlacién con la recompensa (x’=3.972, p<0.05). Esto ultimo fue el
resultado de una disminucién en el nfimero de neuronas que presentaban una disminucién
de la actividad que correlacionaba con la anticipacién y el consumo de la recompensa
(p<0.05). Adicionalmente, la especificidad de las neuronas que presentaban correlacién
entre su actividad y la recompensa fue reducida significativamente por la microinyeccion
de Ia dosis alta de CDP (=6.821, p<0.05).
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IV. DISCUSION

Al 1gual que en experimentos anteriores en los que se empled la misma tarea (Gill et
al., 2000; Holley et al., 1995; y Miner et al., 1997), el desempefio de las ratas se
caracterizo por la dependencia de dos medidas importantes, de la duracién de la sefial
luminosa. Estas dos medidas son la exactitud de las respuestas en los eventos
sefializados, y el indice de vigilancia. Asi mismo, el desempefio se caracterizd por la
aparicién de deficiencias en la exactitud, durante la presentacion de una distraccién. Tal
como se esperaba, la microinyeccion de solucién salina (el vehiculo empleado para las
soluciones de droga) no afecté ningim aspecto del comportamiento. De la misma
manera, las microinyecciones de CDP dentro de los niicleos basales no tuvieron ningin
efecto en la exactitud de las respuestas en los eventos no sefializados, ni en el porcentaje
de omisiones, ni en la preferencia por alguna de las palancas de respuesta.

Sin embargo se encontrd que, contrariamente a lo expuesto por Holley y colaboradores
(1995), las microinyecciones de CDP dentro de los nficleos basales no produjeron
deficiencias significativas en la exactitud en los eventos sefializados, No obstante, se
observ6 una tendencia muy clara en ese sentido (reduccién de la exactitud en eventos
sefializados) después de las microinyecciones de la dosis de 40ug de CDP. La falta de
significacion estadistica puede ser el resultado del pequefio tamafio de la muestra (n==9)
empleada para este estudio. El tamafio de Ja muestra es un factor determinante,
especialmente si se toma en cuenta que uno de los sujetos empleados en el estudio fue
excluido del anilisis debido a que no respondié mds del 50% de las veces después del
tratamiento con la dosis alta de CDP. Una posible explicacion para la ausencia de efecto
de la dosis baja de CDP, en contraposicién con los resultados publicados por Holley y
colaboradores (1995), es el hecho de que los animales empleados en el presente estudio
trabajaban a un nivel més alto de exactitud en condiciones normales. Por lo tanto, es
posible que sea necesario un desafio mds fuerte al sistema de los niicleos basales para
poder observar efectos en el comportamiento.

Contrariamente a nuestras predicciones, no se observéd ninguna tendencia o interaccion
significativa entre la microinyeccién de droga v la duracién de la sefial o el bloque. Los

resultados publicados por Holley y colaboradores en 1995 indican que las
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microinyecciones de CDP dentro de los micleos basales disminuyen de forma muy
acentuada el porcentaje de aciertos en eventos para los cuales se emplea una sefial muy
corta (25 y 50 milisegundos) durantc el bloque 1. Sin embargo, en los dos tltimos
bloques, la droga parece tener un mayor efecto en los eventos para los cuales se emplea
una sefial de larga duracion (500 milisegundos).

La explicacién propuesta para el efecto aparentemente contradictorio que se observo
con el experimento de Holley y colaboradores (1995) es la existencia de un efecto
“suelo”. Para los animales empleados en ese estudio el porcentaje de aciertos para
seflales cortas era normalmente muy bajo. El efecto de las microinyecciones de CDP en
el bloque 1 fue Ja reduccién de la habilidad de las ratas para acertar en los eventos
sefializados, especialmente en los que la duracién de la sefial es muy corta. Sin embargo,
en los siguientes bloques el CDP no podia producir una deficiencia mayor en los eventos
en los que la sefial era corta, puesto que las ratas estaban trabajando al nivel mds bajo
posible de exactitud. Los resultados obtenidos en este experimento confirman esta
hipétesis, puesto que cuando las ratas parten de un nivel base de aciertos que €s mayor,
las microinyecciones de CDP provacan una dismimucién en el porcentaje de aciertos que
afecta por igual a todos los tipos de sefial. Ademds, esta disminucién se mantiene a lo
largo de 1a sesién.

Adicionalmente se encontré que, contrariamente a lo predicho, las microinyecciones de
CDP no acentuaron las deficiencias provocadas por la presentacién de una distraccion.
La falta de interaccion entre la microinyeccion de droga y el bloque, determinada por
comparacion entre el comportamiento en las situaciones sin distraccion y con distraccion,
sugiere que el aumento en la actividad del sistema colinérgico producido por un aumento
en la necesidad de poner atencién (segin lo publicado por Himmelheber et al., 2000)
puede superar la potenciacion del efecto inhibidor de los niveles normales de GABA por
el CDP.

La velocidad promedio de emision de potenciales de accién (o actividad promedio) de
las neuronas estudiadas en este experimento no cambi6 durante el periodo previo al inicio
de la tarea como resultado de la microinyeccién de CDP dentro de los niicleos basales.
Sin embargo, después de los tratamientos con ambas dosis de CDP se observd un

aumento significativo en la actividad promedio al inicio de la tarea, durante el bloque 1.
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Esto sugiere que durante la realizacion de la tarea de atencion visual sostenida, existe un
incremento en la actividad basal de GABA en los niicleos basales. Los mecanismos por
los cuales el sistema GABAérgico de los miclcos basales estd activamente comprometido
en ¢l desempefio en esta tarea, y su importancia en la comprensién de los sistemas
cerebrales que controlan el proceso de atencidn, todavia deben ser descubiertos. Es
interesante notar la existencia de una tendencia hacia el aumento en la actividad
promedio durante la sesion completa, después de tratamientos con CDP. Esto sugiere
que los efectos del CDP perduran en toda la sesion. Esto concuerda con lo que se puede
deducir del andlisis del comportamiento, ya que las deficiencias en el comportamiento no
desaparecen durante el tiltimo bloque de la tarea.

Experimentos anteriores revelaron que las microinyecciones de CDP dentro de los
nicleos basales disminuyen la liberacién de acetilcolina en la corteza cerebral (Moore et
al., 1993 y 1995). Por otra parte, se ha demostrado que la pérdida de impulsos
colinérgicos en el 4rea de registro se traduce en la reduccién de la velocidad promedio de
descarga (Gill e al., 2000). Con base en los resultados anteriores, se predijo que las
microinyecciones de CDP dentro de los micleos basales tendrian un efecto en la actividad
de las neuronas piramidales similar al observado por Gill y colaboradores (2000). Sin
embargo, al hacer esta prediccién no se tomé en cuenta la posibilidad de que la
acetilcolina tenga un efecto dual en la velocidad de descarga de las neuronas piramidales
de la corteza cerebral.

En efecto, existen informes que indican que la acetilcolina puede inducir potenciales
post sinapticos inhibitorios en las células piramidales de forma indirecta, por medio de
sus efectos en las interneuronas GABAgrgicas de la corteza cerebral (McCormick v
Prince, 1986). La eliminacién del estimulo colinérgico tendrd como efecto la
desinhibicién de las neuronas piramidales, al estar menos excitadas las interneuronas
GABAérgicas por la falta de acetilcolina. Por otra parte, se ha demostrado que la
acetilcolina puede desencadenar la despolarizacién o hiperpolarizacién de distintas
neuronas en preparaciones de secciones de la corteza cerebral, dependiendo del tipo de
receptores presentes en dichas neuronas (Metherate y Ashe, 1995; Xiang et al., 1998).

Por lo tanto, es de esperar que una reduccion de la acetilcolina en la corteza tenga un
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efecto méas complejo que el predicho inicialmente, es decir, que la reduccion de la
actividad de las neuronas piramidales.

Por otro lado, la complejidad de la organizacién de los mniicleos basales y de los
receptores de GABA, dificulta la prediccion del efecto que las microinyecciones de CDP
pueden tener sobre la actividad de las neuronas de 1a corteza cerebral. En efecto, ha sido
ampliamente documentado que todas las regiones de los micleos basales contienen
diferentes tipos de células: células colinérgicas, pero también células no colinérgicas, de
las cuales la mayoria son neurcnas GABAérgicas (Zaborszky et al, 1999). Ademds,
diversos estudios anatémicos en varias especies, han revelado que las neuronas de
proyeccion de los micleos basales, incluyen tanto neuronas colinérgicas como
GABAérgicas y otras neuronas no colinérgicas. Todos estos tipos de neuronas
comparten muchas similitudes desde el punto de vista estructural y de organizacion, que
incluyen: su tamaflo, la formacién de sinapsis simétricas, el arreglo difuso del arbol
terminal, y su amplia distribucién en las diferentes laminas que forman la corteza cerebral
(Gritti ef al., 1997; Saper, 1984; Fisher et ai., 1988).

Los resultados de varios estudios indican que las neuronas de proyeccién
GABAdérgicas de los niicleos basales terminan de forma predominante en interneuronas
GABAérgicas de la corteza cerebral (Freund y Gulyas, 1991: Martinez-Guijarro y
Freund, 1992; Freund y Meskeinate, 1992). Se sabe que cada intemeurona GABAérgica
hace contacto con cientos de células piramidales. Por consiguiente, la activacion del
circuito GABAérgico que conecta el diencéfalo con la corteza cerebral, se traduce
probablemente en la desinhibicién de las neuronas piramidales (Freund y Meskeinate,
1992).

No obstante, no todas las neuronas GABAérgicas de los nicleos basales son neuronas
de proyeccion. Ademds, es importante notar que no se conoce cuil es la proporcion de
interneuronas ¥ de neuronas de proyeccién en la poblacién de neuronas GABAérgicas de
los micleos basales (Zaborszky et al., 1999). Por ultimo, debe recalcarse que no se
conoce de qué manera las neuronas de proyeccién de los nicleos basales (tanto
colinérgicas como GABAérgicas) son afectadas por las interneuronas GABAérgicas

dentro de los nticleos basales (Zaborszky y Duque, 2000).
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Otro aspecto de la organizacién de los nicleos basales que dificulta la prediccidn de
los cambios en la actividad de la corteza cerebral debido a las microinyecciones de CDP,
es la distribucion diferencial y las diferencias en sensibilidad de los distintos subtipos de
receptores GABA4 en las diferentes poblaciones neuronales del diencéfalo. En efecto, en
experimentos de inmunohistoquimica y de expresion de ARN mensajero en varias
especies, se determiné que diferentes tipos celulares expresan diferentes subtipos de
receptores GABA4 (Gao ef al., 1995; Hirtig et al., 1995; Henderson, 1995). En efecto,
se encontrd que las neuronas colinérgicas expresaban receptores que contenian la
combinacion de subunidades osfiy; (Gao et al., 1995), mientras que las neuronas
GABAérgicas expresaban receptores con las combinaciones aifiy2 y 0103B2v2 (Gao et al.,
1995; Hirtig ef al., 1995; Henderson, 1995).

Los receptores GABA, con diferente composicion tienen diferente sensibilidad tanto a
GABA como a las benzodiacepinas. Por ejemplo, los receptores recombinantes con la
combimnacién o3Py, se caracterizan por tener baja sensibilidad a GABA (Bakus et al.,
1993), mientras que los receptores que contienen la subunidad o, tienen alta sensibilidad
a GABA (Angelotti y Macdonald, 1993). Por consiguiente, las microinyecciones de CDP
dentro del diencéfalo no potencian tinicamente el efecto de GABA en las neuronas
colinérgicas, sino que también afectan la actividad de las neuronas GABAérgicas del
diencéfalo. Por otra parte, los receptores GABAL que se encuentran en las células
GABAérgicas son mds sensibles 2 GABA que los receptores de las neuronas
colinérgicas. Esto sugiere que los efectos de CDP en la realizacién de la tarea yenla
actividad de la CPFm son modulados por cambios en la actividad del sistema
GABAérgico de los niicleos basales.

Tal como habia sido descrito por Gill y colaboradores (2000), se encontré que la
presentacién de una distraccién induce cambios en la velocidad de descarga de algunas
de las neuronas de la CPFm. No obstante, las microinyecciones de CDP no tuvieron
ningin efecto en el porcentaje de neuronas cuya actividad era modulada por la
distraccidn. Fste resultado contrasta con el publicado por Gill y colaboradores (2000),
quienes encontraron que la pérdida unilateral del impulso colinérgico en el area de
registro reducia el porcentaje de neuronas que presentaban un aumento en actividad

asociado a la distraccién.
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Adicionalmente, en este experimento se encontré que las microinyecciones de CDP
redujeron el niimero de neuronas que presentaban correlacién con la recompensa, en
especial correlaciones inhibitorias. Al mismo tiempo, se observé un aumento en el
numero de neuronas que no presentaban correlacién con sucesos de la tarea. En
contraposicion, el estudio de Gill y colaboradores (2000) reveld que la pérdida del
impulso colinérgico reducia el porcentaje de todos los tipos de correlaciones, aumentando
¢l nimero total de neuronas que no presentaban correlacién con eventos del
comportamiento.

Las diferencias entre el efecto de las microinyecciones de CDP y el efecto de la
pérdida del impulso colinérgico proporciona evidencia adicional en favor de la hipétesis
de que el mecanismo por el cual el CDP afecta el desempefio en la tarea es complejo, y
no se limita a la reduccién de los niveles de acetilcolina en la corteza cerebral. Sin
embargo, es dificil comparar las diferencias observadas en los efectos que estos dos
tratamientos tienen en la actividad neuronal asociada a la realizacién de la tarea, puesto
que tienen diferente efecto en el comportamiento.

En el presente estudio se encontré que el procedimiento de microinyeccién afectaba el
patron de actividad de las neuronas de la CPFm sin afectar el comportamiento (ver por
ejemplo el efecto de las microinyecciones de solucion salina en el porcentaje de neuronas
que presentan una reduccion de la velocidad de descarga asociada a la distraccidn, y el
porcentaje de neuronas que presentan correlacién con diferentes aspectos del
comportamiento). Esta observacion sugiere que pequefios cambios en la actividad
neuronal en la CPFm, en particular en lo que respecta a las correlaciones con distintos
aspectos de la realizacién de una tarea de atencidn, no son suficientes para afectar el
desempefio de las ratas en dicha tarea. Esto es consistente con los resultados de Gill y
colaboradores (2000), que indican que Ia pérdida local del impulso colinérgico afecta la
actividad neuronal de la CPFm sin afectar el desempefio en la tarea.

Por ultimo, es interesante observar que los cambios en el porcentaje de neuronas que
presentan correlacion con la respuesta después de las microinyecciones de solucion salina
y CDP no son suficientes para afectar el desempefio de manera significativa. No
obstante, las microinyecciones de altas dosis de CDP tienden a reducir el porcentaje de

aciertos. Los resultados de este experimento sugieren que, para observar una reducciéon
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en el porcentaje de aciertos, es necesario un cambio en el nimero de neuronas cuya
actividad presente correlacién con la recompensa. Esto concuerda con varios informes
que sugieren que la CPFm estd mas relacionada con la anticipacion y con la obtencion de
una recompensa (Chang et al., 1997; y Gill ez al., 2000). Los cambios observados en la
realizacién de la tarea de atencién visual sostenida al alterar el funciopamiento de Ia
CPFm pueden ser el resultado de la pérdida de la habilidad de las neuronas para

responder a la anticipacion y consumo de una recompensa.




V. CONCLUSIONES

Las microinyecciones de CDP dentro de los micleos basales producen deficiencias no
significativas en el porcentaje de aciertos en una tarea de atencion visual. No obstante, la
ausencia de significacion estadistica pucde ser el resultado del pequefio tamafio de la
muestra empleada en este experimento. Se encontré ademaés, que las microinyecciones
de CDP no afectan el porcentaje de rechazos correctos, ni de omisiones, y que no inducen
la preferencia por una de las palancas de respuesta. Estos resultados indican que, tal
como indicaban los resultados de Holley y colaboradores (1995), el CDP reduce la
habilidad de las ratas para detectar sefiales que ocurren de forma impredecible y sugieren
que el CDP produce deficiencias de atencién.

Sin embargo, se encontraron algunas diferencias en cuanto al efecto del CDP en el
desempefio en la tarea. En primer lugar, iinicamente la dosis alta produjo deficiencias en
el porcentaje de aciertos. Ademds, a diferencia de los resultados de Holley y
colaboradores (1995), se encontrd que las microinyecciones de CDP no interaccionan con
la duracién de la sefial o con el bloque. En este experimento se entrend a los animales
para trabajar a un nivel de exactiud mayor que en el experimento de Holley y
colaboradores (1995). Esto era necesario para hacer posible la identificacién de patrones
de actividad de las neuronas de la CPFm que presentan correlacién con sucesos de la
tarea. Por lo tanto es posible que, contrariamente a los resultados de Holley ez al. (1995),
la dosis baja de CDP no tenga efecto en el porcentaje de aciertos pues se necesita un
estimulo mAs fuerte para producir deficiencias en el desempefio de las ratas en la tarea.

Por ofra parte, ya que los sujetos empleados en este experimento tenian un mayor
porcentaje de aciertos en eventos sefializados con sefiales de corta duracién, el efecto
“suelo” observado por Holley y colaboradores (1995) no puede confundir los resultados
de este experimento. En efecto, se encontrd que las microinyecciones de CDP en el
diencéfalo reducen el porcentaje de aciertos a los tres tipos de sefial en la misma medida,
y que el efecto es similar en los tres blogues de la tarea.

Por ultimo, hay que resaltar la importancia de la falta de interaccién entre la droga y el
bloque, especialmente si se considera que durante el bloque 2 se aument la dificultad de

la tarea mediante la introduccion de una distraccién. Este resultado es inesperado, puesto
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que nuestra hipétesis proponia que el CDP afectaria la realizacion de la tarea por medio
de la reduccion de los niveles de acetilcolina en la corteza (de acuerdo con los resultados
de Moore et al., 1993 y 1995). Se predijo que las microinyecciones de CDP en los
nicleos basales impedirian el aumento de los niveles de acetilcolina en la corteza cerebral
que se observan en condiciones que requicren un alto nivel de atencion (segin los
resultados de Himmelheber et al., 2000; y Sarter ef al., 1996). Ademas, se ha propuesto
que el aumento en los niveles corticales de acetilcolina son necesarios para mantener el
nivel de exactitud en los eventos sefializados en condiciones de gran dificultad (Gill et
al., 2000). El hecho de que no se observara interaccién entre la droga y el blogue sugiere
que el aumento en la actividad del sistema colinérgico producido por un incremento en la
dificultad de la tarea, sobrepasa la potenciacién por el CDP del efecto irthibitorio de los
niveles normales de GABA.

Se encontré que las microinyecciones de CDP dentro del diencéfalo afectan la
actividad de las neuronas de la CPFm. Se observd una tendencia hacia el aumento de la
velocidad de descarga promedio durante el desempefio base. Esta observacidn sugiere
que hay un incremento en los niveles basales de GABA dentro de los nficleos basales
durante la realizacién de la tarea. Ademds, esta tendencia se mantiene a 10 largo de la
ses10n, sugiriendo que el efecto de la droga perdura durante la sesioén completa.

El cambio observado en la velocidad de descarga es opuesto al predicho a partir de los
efectos que la pérdida del impulso colinérgico tiene en las neuronas de la CPFm segim el
informe de Gill y colaboradores (2000). Ademds, las microinyecciones de CDP no
afectaron la proporcién de neuronas que presentaban cambios en actividad asociados a la
introduccién de una distraccidn, mientras que la pérdida de acetilcolina en el &rea de
registro la redujo (Gill et al,, 2000). De la misma manera, la pérdida de acetilcolina
redujo el porcentaje de neuronas cuya actividad presentaba correlacién con todos los
sucesos importantes de la tarea (Gill er al., 2000). El CDP, por ¢l contrario, tnicamente
afectd el porcentaje de neuronas que presentaban una disminucién en actividad que
estaba correlacionada con la recompensa. Estos resultados sugieren que el mecanismo
por el cual las microinyecciones de CDP dentro de los miicleos basales producen
deficiencias en el desempefio no se limita a la disminucidn de los niveles corticales de

acetilcolina. En efecto, los niicleos basales contienen neuronas colinérgicas y no
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colinérgicas (de las cuales la mayoriz son GABAérgicas). Ademds, se han encontrado
receptores GABA, con diferente composicidn en ambos tipos celulares en el diencéfalo
(Gao et al., 1995; Hirtig ez al., 1995; Henderson, 1995). Se sabe que los distintos
subtipos de receptores (GABA, tienen diferente sensibilidad a GABA y a las
benzodiacepinas, y que los receptores que se encuentran en las neuronas colinérgicas
poseen menor sensibilidad (Angelotti y Macdonald, 1993; Bakus ef al., 1993).

Por Gltimo, se sabe que las neuronas GABAérgicas del diencéfalo incluyen tanto
interneuronas (Zaborszky et al., 1999) como neuronas de proyeccion que forman sinapsis
principalmente con intemeuronas de la corteza cerebral (Freund y Meskeinate, 1992;
Gritti er al., 1997). Es importante notar que se desconoce cugl es el porcentaje de las
neuronas GABAérgicas que son interneuronas, y cudl es su efecto en las vias colinérgicas
y GABAérgicas del diencéfalo (Zaborszky ez al., 1999). Sin embargo, las diferencias en
los efectos que las microinyecciones de GABA v la pérdida de los impulsos colinérgicos
tienen en la actividad ncuronal de la CPFm, sugieren que las deficiencias en el
desempefio en la tarea inducidas por el CDP son ¢l resultado de alteraciones en la
actividad de ambos sistemas.

Es necesario llevar a cabo nuevos experimentos con el objeto de diferenciar entre los
efectos de las microinyecciones de CDP en las neuronas colinérgicas y GABAérgicas de
los nicleos basales, asi como para determinar en qué medida la accién del CDP en cada
uno de esos dos sistemas contribuye a producir deficiencias en el desempefio en una tarea
de atencién. El empleo de agonistas de benzodiacepinas més selectivos, que se unan
especificamente a receptores GABAA con una composicién determinada, permitiria
determinar de manera més precisa el mecanismo por el cual la activacion de la
transmisién GABAérgica dentro del diencéfalo afecta la realizacion de una tarea de
atencién. En particular, permitiria determinar cudl es la contribuci6n individual de los
sistemas colinérgico y GABAérgico en la induccién de deficiencias en el desempefio.
Adicionalmente, el estudio del efecto de microinyecciones de CDP en animales que han
sufrido una lesién restringida y selectiva de las neuronas colinérgicas en el 4rea de
registro, proporcionard evidencia mas firme sobre la naturaleza del sistema

neurotransmisor que es afectado por el CDP.
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VII. ANEXO: CUADROS Y FIGURAS

A. Métodos

1. Aparaios para el estudio del comportamiento y reglas de respuesta

G

Luz prawsipaf .,
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Figura 1. Dibujo esquemitico de la cimara de experimentacién adaptada para registrar la
actividad electrofisiologica.
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Figura 2. Parte frontal de la cimara de entrenamiento y reglas de respuesta. La parte superior
presenta las reglas de respuesta para los eventos sefializados, mientras que la parte inferior
presenta las reglas de respuesta para los eventos no sefializados.
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2. Electrodos
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Figura 3. Esquema de los electrodos empleados para registrar la actividad electrofisiologica

3. Sujetos de estudio

Figura 4. Sujeto con el mecanismo de registro de la actividad electrofisiologica.




B. Resultados

1. Histologia
Corteza Prefrantal L. .
medial Localizacion de Sector pre-limbico
\ /los electrodos \ /

Figura 5. Localizacién de la punta de los electrodos dentro de la CPFm (los dibujos han
sido adaptados del atlas de Paxinos y Watson, 1998).
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Figura 6. Localizacién de las canulas guia para la microinyeccion de drogas (los
dibujos han sido adaptados del atlas de Paxinos y Watson, 19983.
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2. Andlisis del comportamiento
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Figura 7. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los niicleos basales del diencéfalo,
en el indice de vigilancia para cada una de las duraciones de la sefial luminosa.
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Figura 8. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los micleos hsales del
diencéfalo, en el desempefio de ratas en una tarea de atencidn visual sostenida.

A la izquierda se muestra la exactitud en evenios sefializados (porcentaje de Aciertos) a
cada duracion de la sefial luminosa, y 2 la derecha se muestra la exactitud en eventos no

seflalizados (porcentaje de Rechazos Correctos).
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Figura 9. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los nicleos basales del diencéfalo,
en la exactitud en eventos sefializados (parte superior) y en la exactitud en eventos no
sefializados (parte inferior), en cada uno de los bloques.
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Figura 10. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los niicleos basales del
diencéfalo, en el indice de vigilancia (IV) en cada blogue.

La presentacion de una distraccion (la luz principal parpadeando a 0.5 Hz) durante el bloque 2
no aumenta las deficiencias en el desempefio observadas después de las microinyecciones de
CDP.
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Figura 11. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los micleos basales del

diencéfalo, en la preferencia por alguna de las palancas de respuesta.
Las microinyecciones de CDP no inducen la preferencia por alguna de las palancas.
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Figura 12. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los miicleos basales del
diencéfalo, en el porcentaje de omisiones en eventos sefializados {patte wperior de la

figura) y en eventos no sefiatizados (parte inferior).
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Figura 13. Efecto de las microinyecciones de CDP, dentro de los nucleos basales del
diencéfalo, en el indice de vigilancia (IV) y la exactitud en los eventos sefializados.

Puede verse una clara tendencia hacia la disminucién en el porcentaje de aciertos en el
tratamiento con la dosis alta de CDP,
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3. Anilisis electrofisioldgico

Condicién Previo _Bloquel Bloque2 Bloque3 Posterior Completo

Control 0.81 0.79 0.90 0.94 1.05 0.89
Solucién salina  0.82 0.87 0.87 0.84 0.80 0.85
20 ug CDP 1.06 1.12 1.15 1.13 1.10 1.12
40 ug CDP 1.05 1.03 0.99 1.00 1.04 1.02

Cuadro 1. Velocidad de descarga promedio (en descargas por segundo) en cada bloque y
durante la sesion completa después de cada uno de los tratamientos.

Aumento Disminuncién Aumento Disminucién
asociadoala asociadaala asociadoala asociadaala
Tratamiento distraccion distraccién tarea tarea Sin cambios

Control 14.46% (23) 22.01% (35) 24.53% (39) 6.29% (10) 32.70% (52)
Solucién salina 11.80% (17) 13.89% (20) 18.75% (27) 19.44% (28) 36.11% (52)
20 ug CDP 14.54% (24) 12.73% (21) 21.82% (36) 15.76% (26) 35.15% (58)
40 ug CDP 1027% (15)  13.70% (20) 15.07%(22) 18.49% (27) 42.47% (62)

Cuadro 2. Cambios en Ia velocidad de descarga de las neuronas de la CPFm durante la
presentacion de una distraccién. Los datos estan expresados como el porcentaje de neurcnas que
presentan cambios en su velocidad de descarga sobre el total de neuronas registradas en cada
condicién (el ntimero de neuronas en cada caso se muestra entre paréntesis).

Previe Bloque 1 Bloque 2 Bleque 3 Posterior

d Previo E Bloque 1 Bloque 2 i Bioque 3 i Posterior

' Tiempo (s)

Figura 14. Ejemplos representativos de las neuronas que presentaron cambios en la
velocidad de descarga durante la presentacion de 1a distraccién (bloque 2).

La parte superior de la figura presenta una neurcna que exhibia un incremento en la
velocidad de descarga asociado a la distraccién, mientras que la parte inferior de la figura
presenta una neurona cuya actividad disminuia al introducir 1a distraccion.
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Figura 15. Ejemplos de correlaciones entre la actividad neuronal de la CPFm y diversos
sucesos de la tarea de atencién visual sostenida,

A4-C: Ejemplos representativos de correlaciones con la respuesta, con especificidad con
respecto al tipo de evento. A ilustra una correlacién inhibitoria con la respuesta, en la que se
puede observar una reduccién en la velocidad de descarga que coincide con un acierto. B:
La misma neurona no presenta una disminucién en la velocidad de descarga al efectuar un
rechazo correcto o al presionar la palanca izquierda durante el ISP (C). D-F: Ejemplos
representativos de correlaciones con la recompensa. D: una correlacion excitadora de
anticipacion a la recompensa, en la que la velocidad de descarga aumenta después de un
acierto y se mantiene elevada hasta el momento de recibir la recompensa. Correlaciones con
el consumo de la recompensa, inhibitoria (E) y excitadora (F), en la que las neuronas
aumentan y disminuyen, respectivamente, la velocidad de descarga inmediatamente después
de recibida la recompensa. La velocidad de descarga se mantiene elevada durante el
consumo de la recompensa. G-I: Ejemplos representativos de correlaciones sensoriales. La
misma neurona presenta un incremento en la velocidad de descarga al encenderse la luz
principal (G) y al ser presentada la sefial luminosa (/). La misma neurona no alteraba su
actividad cuando la luz principal se apagaba (H).
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Tratamiento
Tipo de correlacion Control Sol. salina  20ug CDP 40 pug CDP
Con la respuesta 27.0% (43) 18.8% (27) 17.6% (29) 18.5% (27)
Excitadora anterior a la ‘
respuesta 6.9% (11) 3.5% (5) 3.0% (5) 4.1% (6)
Inhibidora anterior a la
respuesta 1.9% (3) 0.7% (1) 0.6% (1) 0.7% (1)
Respuesta-excitadora 15.7% (25)*  5.6% (8) 6.1% (10} 4.8% (7)
Respuesta-inhibitoria 4.4% (T)y* 9.7%(14)  10.9% (18)  10.3% (15)
Especificidad con el tipo
de evento 20.13% (32)* 111%(16) 11.5%(19) 11.6% (17)
Con la recompensa 62.3% (99)  56.2% (81) 64.2% (106) 43.8% (64)**
Anticipacién 32.7% (52)  33.3% (48) 40.0% (66) 25.34% (37)
excitadora 15.7% (25)  153% (22) 18.8% (31)  15.1% (22)
inhibitoria 18.2% (29)  19.4% (28) 23.0% (38) 10.3% (15)**
Consumo 45.9% (73)  41.7% (60}  44.2% (73) 28.1% (41)**
Excitadora 24.5% (39)  30.6% (44) 28.5% (47)  23.3% (34)
Inhibitoria 214% (34)  11.1%(16) 15.8% (26)  4.8% (7)**
Especificidad con el tipo
de evento 17.6% (28)  18.1% (26)  20.6% (34)  8.9% (13)**
Sensoriales 7.6% (12)  13.2%(19) 103% (17)  13.0% (19)
Mudltiple s 29.6% (47)  23.6% (34) 303% (50) 17.9% (26)
Total 78.6% (125) 77.1% (111} 77.0% (127)  67.1% (98)
Ninguna correlacidn 214% (34)  22.9%(33) 23.0% (38) 32.9% (48)**

Cuadro 3. Correlacién de la actividad neuronat en la CPFm con diferentes aspectos de la tarea

de atencion visual sostenida.

Los datos estdn presentados como el porcentaje de neuronas que presentan cada tipo especifico de
correlacion del total de neuronas registradas. * medidas que son estadisticamente diferentes er

las condiciones control y de microinyeccidn de solucion salina;

** medidas que son

estadisticamente diferentes entre las condiciones de microinyeccién de droga ¥ de solucidn salina

(p<0.05).
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