4. EXPERIMENTO II
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4.1. OBJETIVOS

Los resultados dd experimento | indican que la leson dectrolitica bilaterd del PPTg
provoca un grave deterioro de la adquisicion del condicionamiento de EV2, deterioro que
s ve agravado 9§ s aumenta € nivd de dificultad de la tarea. En contraste, s ha
constatado en otros trabgos que las lesones post-entrenamiento de PPTg no dteran la
retencion ni de las tareas de EV2 (Fujimoto y cols, 1992), ni de evitacion activa de un
sentido (Miller y Klingberg, 1986). Cabe tener en cuenta, sn embargo, que en los
experimentos que han estudiado los efectos de la leson post-entrenamiento del PPTg sobre
la retencion de tareas de evitacion, la lesidn se practicaba como minimo 24 horas después
de la Udtima ses6n de entrenamiento. Ello implica, por tanto, que & proceso de
consolidacion de la memoria se habia iniciado cuando los animales todavia conservaban €
PPTg intacto. S tenemos en cuenta que la mayoria de los tratamientos moduladores de la
memoria suden tener mayor influencia en la misma cuando son aplicados con la menor
demora posible respecto a entrenamiento (McGaugh, 2000), resulta plausble considerar
que € hecho de que los animaes de los experimentos citados mostraran un buen nivel de
RLP de las tareas de evitacion podria ser debido a que no se interfiridé con @ proceso de

consolidacion de lamemoria para dicho condicionamiento.

Por otro lado, en & experimento | se puso de manifieto que los animaes lesonados
no solo mogtraban dteraciones en la gecucion de la tarea de EV2, sno que también
mostraban  dteraciones motoras  probablemente  relacionadas con  la  Stuacion  de
gprendizgje, como una mayor latencia de las respuestas de escgpe, un menor nimero de
cruzamientos entre-ensayos e incluso en agunos ensayos degaban de emitir la respuesta
tanto condicionada como incondicionada. Aunque trabgos llevados a cabo en otros
laboratorios ya habian puesto de manifieto la exigencia de una grave disrupcion de
mismo tipo de gprendizgje tras las lesones excitotoxicas del PPTg, en estos estudios no se
describe la gparicion de cambios motores en los animaes lesionados. Ello todavia resulta
més sorprendente s tenemos en cuenta que Fujimoto y cols. (1989, 1990 y 1992) utilizaron
un El de sdlo 5 segundos de duracion, o cud requiere que € anima escape con rapidez del
mismo. Por dlo, existe la poshilidad de que, aunque d gprendizge de EV2 se vea aterado
tanto tras las lesones dectroliticas como tras las lesones excitotoxicas dd PPTQ, los
mecanismos que median dicha dteracion seen diferentes en funcidén dd tipo de lesidn (y,
por tanto, de s hay afectacion o no de las vias de paso que araviesan € nucleo). S las
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dteraciones motoras y/o de la nocicepcion fueran determinantes en la induccion de
disrupcion dd condicionamiento de EV2 tras este tipo de lesiones, entonces deberiamos
hdlar también una reduccion en @ nimero de cruzamiento entre-ensayos, un aumento de la
latencia de escape y la agparicion de ensayos sSn respuesta no sdlo tras la lesién pre-

entrenamiento, sSino también traslalesion post-entrenamiento del PPTQ.

Por las razones agui expuestas, decidimos redizar un segundo experimento cuyo
principd objetivo era determinar 9 la lesion dd PPTg, practicada inmediatamente después
del entrenamiento, tiene efectos deteriorantes sobre la retencion de una tarea de EV2
adquirida con anterioridad a la leson. Un segundo objetivo de este trabgjo era etudiar s la
leson post-entrenamiento ded PPTg induce cambios en la actividad locomotora durante la
prueba de retencion a largo plazo dd condicionamiento, smilares a los observados en €

experimento | cuando las lesiones eran pre-entrenamiento.

En este experimento entrenamos a dos grupos de animaes en una tarea de EV2
(entrenamiento masivo, con una Unica seson de 30 ensayos) e, inmediagtamente después
practicamos lesones dectroliticas bilaterdes o los correspondientes procedimientos de
control. Diez dias més tarde, se redizaba una sesidn de condicionamiento para examinar €
nivd de RLP de la tarea, asi como para determinar la exisencia de posibles cambios en la
actividad motora de los animades. En las dos sesones de condicionamiento se utilizd un
EC de 3 segundos de duracion, ya que ésta es una condicion de mayor dificultad, como
vimos en d experimento |, y, por tanto, presumiblemente en dicha condicién deberia
resultar més probable que aparecieran los posibles efectos deteriorantes causados por la
lesién. El intervdo de diez dias entre la se36n de adquiscidon y la de RLP se escogio
porque estudios previos de nuestro laboratorio han puesto de manifiesto que se trata de un
intervdlo que permite observar tanto efectos deteriorantes como facilitadores de diversos
tratamientos sobre la RLP. Findmente, las razones por las cudes utilizamos lesones
eectroliticas son las dguientes. 1) este tipo de lesiones se habian utilizado ya en d
experimento |, por los motivos indicados con anterioridad (véase apartado 3.1.), y un
cambio en la técnica de leson habria complicado la comparacion entre los resultados de las
lesiones pre-entrenamiento y post-entrenamiento; y 2) se ha descrito que la administracion
de excitotoxinas en € PPTg smultdneamente en los dos hemidferios va acompaiiada de
una elevada mortalidad, por lo que se recomienda redizar este tipo de lesones primero en

un hemidferio y, d cabo de un tiempo, en d otro hemidferio (Florio y cols, 1999).



Objetivos

Ademés, la recuperacion de los animdes tras la lesdn excitotoxica, y en contrgposicion a
lo que ocurre tras la leson dectrolitica, es lenta. Ello implica que, en la practica, no resulta
de momento factible utilizar excitotoxinas para determinar los efectos de la leson post-
entrenamiento dd PPTg cuando éta ha de practicarse inmediatamente después ded

entrenamiento y de manera bilaterd.
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4.2. MATERIALESY METODO

Igua que en @ experimento |, todos los procedimientos empleados en este trabgo
han sdo redizados en conformidad con la directiva de la Comunidad Econdmica Europea
para € cuidado y uso de los animales de laboratorio (86/609/EEC, del 24 de noviembre de
1986) y bgo las Directrices que establece la Generditat de Catdunya (DOGC 2450
7/8/1997), y han sido aprobados por & comité de Etica de nuestra Universidad (NUmero de
procedimiento del DARP: 604).

4.2.1. Sujetos

Se utilizaron 11 ratas macho dbinas de la cepa Widar, procedentes de nuestro
edabulario de animdes experimentaes. Su edad media en € dia dd aidamiento era de
95.18 dias (SD = 4.77) y su peso medio era de 450.36 gramos (SD = 38.05). De estos
jetos inicides 10 superaron todas las fases experimentaes segin los criterios
establecidos, tal y como se indica més adelante (ver punto 4.3.1.).

Las condiciones de adamiento y mantenimiento de los animdes durante los

periodos entre sesiones fueron iguales que las del experimento | (ver punto 3.2.1.).
4.2.2. Grupos experimentales

Los sujetos se disribuyeron d azar en los dos grupos experimentaes sguientes
Lesion (n=6) y Control (n=5). Los sujetos dd grupo Lesion fueron sometidos a lesiones
electroliticas bilaterdes de PPTg pogt-entrenamiento, mientras que los animades dd grupo

control fueron sometidos alos correspondientes procedimientos de contral.
4.2.3. Tarea de evitacion activa de dos sentidos

Cinco o sas dias después de que los animdes fueran separados en jaulas
individuades, las ratas eran entrenadas en una Unica seson de EV2, de 30 ensayos. El EC
utilizado era de 3 segundos, condicion que, como indican los resultados ded experimento |,
comporta una mayor demanda para los sujetos. Al igud que en € experimento |, edta
sesion de entrenamiento iba precedida por una fase de adaptacion a la jaula experimentd,

de diez minutos de duracion, en la que no s presentaban ninguno de los egimulos
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relacionados con € condicionamiento y durante la cud se media la actividad basica de las

ratas (nUmero de cruzamientos entre compartimentos).

Una vez findizada la seddn, los sujetos eran intervenidos quirdrgicamente (ver
punto 4.2.4.) para posteriormente ser retornados a sus jaulas habituales en d estabulario

genera hastala sesidon de retencion.

Con € fin de evaduar 9 las lesones dd PPTg dteran la RLP dd condicionamiento de
EV2, diez dias después de la fase de adquisicion, todas las ratas fueron sometidas a otra
ses0n de condicionamiento, Smilar a la sesén de adquisicion, excepto por € hecho de que

el periodo de libre deambulacion previo erade solo 1 minuto.

Las variables registradas en ambas sesiones fueron las mismas que en € experimento
| (ver punto 3.24.): nimero de respuestas de evitecion y escape, latencia de dichas
respuestas, nUmero de cruzamientos entre los dos lados de la cga de EV2, asi como la

conducta abierta de los animales mientras redlizaban latarea

Posteriormente a la redizacion de la prueba de retencion, los animdes eran

estabulados nuevamente hasta d momento de ser sacrificados.
4.2.4. Cirugia

Para redizar las operaciones se utilizaron los mismos agparatos, coordenadas,

electrodos, f&rmacos, y procedimientos que en € experimento | (ver punto 3.2.3.).

Tras redizar la intervencion los animaes fueron retornados d estabulario, bgo las
mismas condiciones que antes de la cirugia, hasta  momento de llevarse a cabo la seson
de RLP dd condicionamiento de EV2 (10 dias después). Todos los sujetos fueron
sometidos d protocolo de supervison indicado en € anexo 1 ddl punto 9.

4.2.5. Histologia

Al find de expeimento se procedi6 d andiss hisoldgico dd tegido cerebrd,
mediante tincidn con violeta de cresilo, para verificar la locdizacion de los eectrodos y la
extenson de las lesones en € ceebro de los sujetos Se sSguieron los mismos
procedimientos que en @ andiss histolégico del experimento | (ver punto 3.2.5.)
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4.2.6. Analisis estadisticos

Para los andids edadidicos utilizamos los andiss multivariantes de la variancia
(MANOVA; SPSS 10.0) edta vez con un disefio de 2° 2: (1) Tratamiento (dos categorias:
Lesdn y Contral) © Sesion (dos medidas intra-sujeto: adquisicion y recuperacion a largo
plazo); y también € andiss de la variancia de un factor (ANOVA; SPSS 10.0) cuando fue

preciso. Lasgnificacion sefijo también d nivel dep £ 0.050.

4.2.7. Resumen del diseno experimental

FASES EXPERIMENTALES

10 min. de adaptacion + 1 sesion de 30 | 10 dias de descanso | 1 min. de
Lesion ensayosde EV2 con el EC=3s. y supervision| adaptacion  + 1
. postoperatoria sesion de 30
ensayos de EV2 con
Intervencion estereotéxica con lesion d EC=3 s paa
Control electrolitica bilaterd del  PPTg o valorar la retencion

insercion bilateral de los electrodos sin alos 10 dfas

lesién paralos controles

Tabla 7. Resumen del disefio del experimento 1.
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4.3. RESULTADOS

4.3.1. Andlisis histolégicos, observaciones generales y peso

cor poral

Losandigs histoldgicos se redizaron de lamismamaneraque en € experimento 1.

Uno de los sujetos dd grupo Lesidn fue excluido de los andiss debido a que
presentaba una leson que afectaba en gran medida estructuras adyacentes a PPTg. Por
condguiente, la muedtra final estaba compuesta por 10 ratas didtribuidas en los sguientes
dos grupos: Lesion (n=5) y Contral (n=5).

A continuacion (p&g. dguiente), se muestra la recondruccion de las extension
minima (&ees rayadas) y maxima (&reas punteadas) de la leson de los sujetos incluidos en
los andisis (fig. 16). En los animdes del grupo Control |a traza de los dectrodos se hdlo

en las coordenadas correspondientes d PPTQ.

En los animades incluidos en este experimento no se obsarvo ningln tipo de anomdia
comportamenta, ya sea antes de la intervencion como después de esta. No se encontraron
diferencias entre grupos (MANOVA) en @ peso corpord de las ratas en ninguna de las
sesones experimentdes, asi como tampoco hubo cambios en esta vaiable entre las

diferentes fases experimentaes.
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Fig. 16. Reconstruccién, en las diferentes coor denadas anter oposteriores correspondientes al

PPTg (segun €l atlas de Paxinos y Watson, 1997) de la extension minima (éreas rayadas) y

méxima (areas punteadas) de laslesiones.

PESO DE LOS ANIMALES EN LAS DIFERENTES FASES EXPERIMENTALES

Bregma:
-7.04mm -7.80mm
-7.30mm -8.00mm
-7.64mm -8.30mm

GRUPO SEPARACION ADQUISICION RETENCION
EXPERIMENTAL - - -

Media |[D.E Media D.E Media D.E
Lesiéon 4354 389 445.6 40.62 438 40.76
Control 4524 27.88 460 22.76 460.8 17.08
TOTAL 4439 33.14 4528 31.95 449.4 3182

Tabla 8. Medias y desviaciones estandar del peso corporal de las ratas en cada una de las

fases del experimento.
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EVOLUCION DEL PESO A LO LARGO DEL EXPERIMENTO 2

500 +
490
480
470 <

460
450

Lesion
Control

440 <
430 -
420 =
410 +
400 v T 1
Separacion Adquisicion Retencién

PESO EN GRAMOS

Fig. 17. Evolucién del peso de los diferentes grupos a lo largo de todo el procedimiento

experimental.

4.3.2. Adquisicion y retencion a largo plazo de la evitacion
activa de dos sentidos. nimer o derespuestas de evitacion

La tabla 9 presenta las medias y las desviaciones estandar del nimero de respuestas

de evitacion para cada grupo experimental.

RESPUESTAS DE EVITACION

GRUPO ADQUISICION RETENCION
EXPERIMENTAL - —— - —
Media Desviacion Media Desviacion
estandar estandar
Lesion 174 747 15.6 8.9
Control 138 5.40 12.8 567
TOTAL 15.6 6.43 14.2 7.19

Tabla 9. Mediasy desviaciones estandar de las respuestas de evitacion para los dos grupos en

la sesién de adquisicion y en la de retencion.

Los andiss edtadisicos (MANOVA) revdaron que no habia diferencias entre los

dos grupos en cuanto @ nimero de evitaciones [Grupo: F(1,8) = 0.83; p = 0.390], no
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gendo dgnificativa tampoco la interaccion entre grupo y sesion [Grupo © Sesion: F(1,8) =
0.02; p = 0.886]. Tampoco se hdlaron diferencias sgnificativas entre las dos sesones de
condicionamiento [Sesén: F(1,8) = 0.27; p = 0.617]. Por lo tanto, la leson podst-
entrenamiento del PPTg no dterd la sesdn de recuperacion del condicionamiento. A
diferencia de lo que ocurre normamente, y de lo que se observd en @ grupo control del
experimento |, la gecucion de los animades tanto lesonados como controles no mostrd
ninguna megoria en la sesdn de RLP, sno un leve deterioro, aunque no estadisticamente
sgnificativo. Probablemente eta fata de meoria sea aribuible a la anestesia inducida,
justo después de la sesion de adquisicion, pararedizar € procedimiento estereotaxico.

En la fig. 18 se representa € nimero medio de respuestas de evitacion redlizadas por

cada uno de |os grupos experimentales en las sesiones de adquisicion y retencion.

RESPUESTAS DE EVITACION

25 1

20 - T T
15 1 [ I [ Lesion
10 - ] Control

Adquisicion Retencién

Fig. 18. NUmero medio de respuestas de evitacion (+ SEM) para los dos grupos experimental es
durantela adquisicion y la retencion. No se observaron diferencias significativas entre los dos

grupos en ninguna de las sesiones ni tampoco entre sesiones.

Estos resultados ponen en evidencia que la leson dd PPTg redizada inmediatamente
después de una sesién masiva de adquisicion de EV2 con un EC de 3 segundos no afecta a

laretencion de esta mismatareaalargo plazo (a cabo de diez dias).

164



Resultados

4.3.3. Nuomero de cruzamientos durante la adaptacion y €

entrenamiento en la tar ea de condicionamiento

Por otro lado, los andiss de la variancia de un factor (ANOVA) puseron de
manifieto que los grupos leson y control no difirieron en cuanto d ndmero de
cruzamientos entre los dos lados de la cga de evitacion durante los 10 minutos de
adaptacion a dicho aparato [F(1,9) = 1.11; p = 0.321] y tampoco lo hicieron en @ minuto
de adaptacion de la sesion de retencion [F(1,8) = 3.58; p = 0.100]. En un sujeto control no
se regigtraron los cruzamientos durante esta segunda sesion de adaptacion, por 1o que dicho

andiss seredizO con cinco sujetos ddl grupo lesion y cuatro del grupo contral.

CRUZAMIENTOS DURANTE LA
ADAPTACION A LA CAJA DE EV2 EN LA

RETENCION
10 1
5 T [ Lesion
O Control
T
0 ,
Adaptacion

Fig. 19. Nimero medio de cruzamientos entre compartimentos durante el minuto de

adaptacion alajaula experimental en la sesién de retencién.

Como = puede ver en la fig. 20 y en la tabla 10 (pag. sguiente), d nimero de
cruzamientos entre-ensayos era amilar en los dos grupos experimentades (MANOVA)
[Grupo: F(1,8) = 0.30; p = 0.598], tanto en la sesidn de adquisicion como en la sesion de
RLP, ya que la interaccion Grupo por Sesién no era significativa [Grupo ~ Sesién: F(1,8) =
0.14; p = 0.716]. Tampoco hubo diferencias entre ambas sesones en ninguno de los dos
grupos [Sesién: F(1,8) = 0.6; p = 0.461].

En resumen, a diferencia de lo hdlado en € expeimento I, la lesén no afectd d
nimero de cruzamientos entre-ensayos, es decir, no produjo dteraciones motoras

relacionadas con & entrenamiento.
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CRUZAMIENTOS ENTRE-ENSAYOS

GRUPO ADQUISICION RETENCION
EXPERIMENTAL - —— - ——
Media Desviacion Media Desviacion
estandar estandar
Lesion 342 17.62 394 31.69
Control 29 16.29 30.8 14.19
TOTAL 316 16.23 351 2358

Tabla 10. Medias y desviaciones estandar del ndimero de cruzamientos entre-ensayos para

cada grupo en la sesion de adquisicion y en la de retencién.

60 1
50 1
40 A
30 1
20 A
10 A

CRUZAMIENTOS ENTRE-ENSAYOS

[ Lesion
1 Control

Fig. 20. NUmero medio de cruzamientos entre-ensayos (+SEM) durante las sesiones de
adquisicién y de retencién para el grupo lesion y el grupo control. No hay diferencias
significativas entre los dos grupos experimentales en ninguna de las sesiones y el nimero de

carreras fue similar en la tarea de adquisicién y la de retenciéon para los dos grupos

experimentales.

Adquisicion

Retencién

4.3.4. Latenciasdelasrespuestas de evitacion y de escape

Las tablas 11 y 12 muedran la media y desviacion esténdar de la latencia de
evitacion (tiempo transcurrido entre d inicio dd EC y la respuesta de evitacion) y la

latencia de escape (tiempo transcurrido entre e inicio del El y la conducta de escape) en

las sesiones de adquisicion y RLP en cada uno de |os dos grupos experimentales.
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Resultados

GRUPO ADQUISICION RETENCION
EXPERIMENTAL - — - ——
Media Desviacion Media Desviacion
estandar estandar
Lesion 156 0.18 193 052
Control 183 0.085 175 0.19
TOTAL 17 0.195 184 0.38

Tabla 11. Medias y desviaciones estandar de las |latencias de evitacion para cada grupo en la

sesion de adquisicion y en la de retencién.

LATENCIAS DE ESCAPE

GRUPO ADQUISICION RETENCION
EXPERIMENTAL - — - —
Media Desviacion Media Desviacion
estandar estandar
Lesion 411 0.46 432 0.92
Control 413 0.15 43 0.2
TOTAL 412 0.32 431 0.63

Tabla 12. Medias y desviaciones estandar de las latencias de escape para cada grupo en la

sesion de adquisiciony en la de retencion.

Los andiss de la variancia (MANOVA) sefidaron que las lesiones no dteraron las
latencias de la respuesta de evitacion [Grupo: F(1,8) = 0.10; p = 0.758] ni las de escape
[Grupo: F(1,8) = 0.00; p = 0.993]. Tampoco habia diferencias entre sesones ni interaccion
entre d grupo y la sesién en ninguna de las dos varigbles latencia de evitacion [Sesion:
F(1,8) = 1.8; p = 0.216] [Grupo ~ Sesidn: F(1,8) = 4.18; p = 0.075] y latencia de escape
[Sesion: F(1,8) = 1.56; p = 0.247] [Grupo = Sesion: F(1,8) = 0.01; p = 0.907].
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LATENCIAS DE EVITACION

2,5
2 - _ T
T
1,51 OLesioén
1 < O Control
0,5
0 L] L]
Adquisicién Retencidn
LATENCIAS DE ESCAPE
5 -
s . T -
3 - OLesién
2 O Control
1 -
O L) ]
Adquisicion Retencion

Fig. 21. Medias (+ SEM) de las latencias de las respuestas de evitacion y de escape. No se
encontraron diferencias significativas en estas dos variables entre |os animales lesionados y

sus controles.

Por lo tanto, la lesion pogt-entrenamiento no dterd la velocidad de respuesta de los
animaes en d condicionamiento de EV 2.

4.3.5. Ensayos sin respuesta

A diferencia de los ocurrido en € experimento |, en que una proporcion sustancia de
ujetos con lesion dd PPTg dgaban de emitir respuestas de evitacion y de escape en
agunos ensayos, este tipo de comportamiento no se observé en ninguno de los sujetos de

este experimento.
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4.4. DISCUSION

Los resultados hdlados en d experimento [l permiten concluir que la lesidn
eectrolitica bilatera de PPTg, inmediatamente posterior d entrenamiento, no influye en la
RLP (d cabo de 10 dias) de la tarea de EV2 en ratas entrenadas previamente. Estos
hallazgos estan en consonancia con los trabagos previos en los que se habia observado que
las lesiones excitotdxicas dd PPTg practicadas con demora respecto a entrenamiento
tampoco dteraban la retencion dd mismo tipo de condicionamiento (Fujimoto y cols,
1992). En definitiva, y a diferencia de lo que esperdbamos, estos resultados permiten
concluir que la integridad dd PPTg durante € periodo inmediatamente posterior a
entrenamiento, no es esencid para que tenga lugar € proceso de consolidacion de la
memoria para la tarea de EV2. Sn embargo, dlo no implica necesariamente que  PPTg
no intervenga en € proceso de consolidacion; podria ser, por gemplo, que la actividad del
PPTg pudiera modular podtivamente la consolidecion de determinados tipos de
gorendizges, pero que esa consolidacion pudiera tener lugar (aunque a un nivel menos
Optimo) sin la participacion de dicho nicleo. Es decir, en contra de o que ocurre con la
adquisicion de la tarea de EV2, proceso en @ cud @ PPTQ parece gercer una influencia
eencid, la retencion de esta misma tarea puede tener lugar sin la intervencion de esta
edructura. En cambio, la actividad dd PPTg podria contribuir a facilitar la consolidacion
de la EV2 en determinadas Situaciones en las que este proceso pudiera ser deficitario, por
gemplo a consecuencia de determinadas lesiones cerebrades. En este sentido, seria
interesante etudiar la influencia de la edimulacion eéctrica o quimica de PPTg sobre la
consolidacion de la memoria para la tarea de EV2 en animades que presentan dteraciones

de memoria causadas por dafio cerebral.

Los resultados de este experimento permiten descartar nuevamente que la afectacion
de las fibras de paso que cruzan d PPTg influya de manera relevante en los efectos de la
lesion de dicho nacleo sobre este tipo de tarea. Por otro lado, € hecho de que no se hayan
encontrado alteraciones motoras, ni se haya afectado la RLP del condicionamiento a cabo
de diez dias refuerza las conclusones sugeridas en la discusion dd experimento | de que
1) d grave deterioro de la adquisicion dd condicionamiento de EV2 hdlado tras la lesidn
pre-entrenamiento del PPTg no es dribuible a cambios motores 0 emociondes, y 2) las
dteraciones motoras (disminucion del nimero de cruzamientos entre-ensayos, aumento de
la latencia de escape y exigencia de ensayos Sn respuesta) observadas tras € mismo tipo
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de lesdén parecen s secundarias a la incgpacidad de los animaes para gecutar
correctamente la tarea, y no parecen ser aribuibles a déficits en la motricidad espontanea

ni alaateracion de mecaniSmos noci ceptivos.

Los efectos de la lesén del PPTg sobre @ condicionamiento de EV2 son similares a
los hdlados tras la leson de la amigdda. En ambos casos, esta dterada la adquisicion de
dicho gprendizgie, pero no su retencion. En cambio, la leson dd edriado dorsd 'y
edtructuras relacionadas (como la SN-pc) deteriora tanto la adquisicion como la retencidn
de esta tarea. Ello sugiere que, entre los diversos mecanismos apuntados con anterioridad
como responsables dd deterioro del  condicionamiento de EV2 tras la lesdon pre-
entrenamiento del PPTg (véase gpartado 3.4.), destacaria la dteracion de las conexiones

entre d estriado dorsd y € complgo amigda oide causada por lalesion del PPTg.

En definitiva, los resultados del experimento Il permiten conduir que 1) la
integridad del PPTg no parece necesaria para la consolidacion del gprendizge de EV2,
aunque no puede descartarse que este nicleo gerza un efecto modulador sobre la memoria;
2) los efectos de la lesén dectrolitica del PPTg sobre la conducta de EV2 son smilares a
los obtenidos con lesiones excitotoxicas (y, por tanto, la afectacion de las vias de paso no
parece ser un factor clave); y 3) los efectos sobre la actividad locomotora y las respuestas
de escape hdlados en los animdes ledonados en € experimento | parecen ser
consecuencia de las dificultades de gprendizaje de los mismos, y no ser atribuibles a una

influencia de lalesion sobre la andedad y/o la motricidad espontanea.
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Objetivos

5.1. OBJETIVOS

Los resultados de los dos experimentos anteriores indican que & PPTg resulta una
edructura clave para la adquiscion del condicionamiento de EV2, aunque no para su
retencion una vez adquirido. La dteracion de las influencias que € PPTQ gerce a través
dd edriado dorsd y edtructuras relacionadas, o a través de los nicleos taamicos
inespecificos, induyendo la modulacion de la activided corticd en momentos criticos de
gorendizgie o la consolidacion de la memoria, podria explicar los efectos observados tras la

lesién de este nlicleo en taress aversvamente motivadas, como laEV2.

S la funcion de PPTg es, d menos en pate, de caracter genéico y modulador,
habriamos de esperar que sus lesiones afectasen también en € mismo sentido a otros tipos
diferentes de agprendizgjes, como, por gemplo, los de naturadeza espaciad apetitiva, que
también han ddo edtudiados en relacion con este nlcleo. Sin embargo, @ panorama
respecto a los efectos de la leson de PPTg sobre este Ultimo tipo de gprendizge es
bagtante confuso. Adi, tras la leson bilaterd dd PPTg no se ha observado impedimento en
la adquisicién de una tarea espacia como la navegecion en d laberinto de Morris con la
plataforma visble (Ddlu y cols, 1991), que se considera dependiente del estriado dorsal
(Packard y McGaugh, 1992). Tampoco se ha hdlado deterioro de una tarea de no-
dternancia demorada en un laberinto de tres brazos basado en una combinacion de claves
intra-laberinto visudes, téctiles y olfatorias, aunque las ratas lesonadas s mostraban un
deterioro cuando se aumentaba la demora entre las fases de muestra y de test (Kesder y
cols,, 1986). Asmismo, la lesidn tampoco afectd a la gecucion de una tarea de memoria de
referencia en un laberinto en cruz en la que los animdes tenian que buscar comida sempre
en & mismo brazo dd laberinto, pero @ brazo de partida del anima se modificaba en cada
ensayo, es decir, una tarea que requeria guiarse por la configuracion de estimulos visudes

extra-laberinto y que, por tanto, se considera hipocampo-dependiente (Delluy cals., 1991).

En contraste, se han descrito efectos disruptores, tras la leson del PPTg, sobre otras
tareas espacides hipocampo-dependientes, como: 1) dteraciones en la memoria de trabgo
en tareas de “bUsgueda deatoria de comida’ (“random foraging”, segin la terminologia
utilizada por Floresco y cols, 1999), en laberintos radides de ocho brazos con claves
visudes extralaberinto (Delu y cols, 1991; Keating y Winn, 2002), asi como en
laberintos de tres brazos con claves intra-laberinto (Kesder y cols, 1986); 2) déficits en la
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memoria de trabgo y la memoria de referencia en una tarea de “win-shift”, tarea que se
lleva a cabo en laberintos radides de ocho brazos y que consta de dos fases. En la primera,
cuatro de los brazos estan abiertos y reforzados y los otros cuatro se halan cerrados. El
animal ha de entrar sucesvamente en los cuatro brazos abiertos para obtener € reforzador,
y no debe entrar mas de una vez en d mismo brazo (memoria de trabgo). En la segunda
fase, todos los brazos estan abiertos y solo hay reforzador en los cuatro brazos que se
hallaban cerrados en la primera fase. El anima ha de aprender a buscar comida en los
brazos previamente cerrados (regla de dternancia, que se dmacenaria en la memoria de
referencia), y a entrar de manera eficiente en los cuatro brazos reforzados (memoria de
trabgo). La leson de PPTg no dteraba la gecucion de los animades en la primera fase
(sdlo cuatro brazos abiertos), pero deterioraba tanto la memoria de referencia como la
memoria de trabgo en la segunda fase (ocho brazos abiertos). Y 3) deterioro de la tarea de

navegacion en € laberinto de Morris con la plataforma oculta (Ddllu y cols., 1991).

Al andizar € conjunto de estos datos contradictorios, notamos que, savo en la
navegecion en € laberinto de Morris con la plataforma oculta, en todas las taress
espacides en las que se ha hdlado deterioro tras la leson dd PPTg esta sempre implicada
la memoria de trabgo y/o la adquisicion de una regla de dternancia (blsgueda de comida
en los lugares no reforzados previamente). Sabemos asmismo, que tanto la memoria de
trabgjo (Floresco y cals,, 1997; Goldman-Rakic, 1990), como las tareas que involucran una
regla de dternancia suelen verse afectadas tanto por la lesion de la formacion hipocampa
como de algunas areas de la corteza prefronta, aunque las tareas de aternancia parecen
implicar también d nideo accumbens y sus conexiones con la formacion  hipocampd
(Floresco y cols, 1997; Porter y cols., 2000). Ademés, tareas que involucran memoria de
trabgo en laberintos radides como d “random foraging” y d “win-shift” (Horesco y
cols, 1999), son también sensbles tanto a la leson dd PPTg como a la de edtriado
ventral. Por su parte, la navegacion en d laberinto de Morris se ve deteriorada por la leson
no solo de la formacion hipocampa (Morris y cols, 1982), sno también de la corteza
prefrontd (De Bruin y cols, 1994), aunque probablemente d efecto deteriorante de la
lesidn de estas dos estructuras esté mediado por mecanismos diferentes.

En conjunto, estos datos sugieren que uno de los factores que parecen tener en
comun las tareas espacides afectadas por la leson del PPTg es su relacion con @ estriado
ventrd (accumbens, principamente) y con la corteza prefrontad. En este contexto, es
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importante recordar que € PPTg participa en los bucles fronto-estriatales dependientes
tanto de edtriado dorsa como dd ventra, ya que envia eferencias indirectas d caudado-
putamen, a través de la sustancia negra, y recibe aferencias de aquélos, también indirectas
(a través de la SN-pr y dd GP). Por lo que respecta d edtriado ventral, € PPTQ recibe
conexiones directas tanto dd nldcleo accumbens como dd pdido ventrd. Aunque
origindmente los circuitos  cortico-edtriatales se  condderaban  bucles cerrados  y
segregados, la vison actud es que estos bucles serian abiertos e interdigitados (Joel 'y
Weiner, 1994). Es decir, a pesar de su indudable segregacion topogréfica, la informacion
procesada por los diferentes bucles se solgpa parciamente. Ademas, Winn y colaboradores
(Inglis y Winn, 1995; Winn y cols, 1997; Winn, 1998) condderan que, aunque los bucles
cortico-edtriatales son esencidmente, y por definicion, cerados, una pate dd flujo de
informacion procesada en dlos puede fluir hacia los mecanismos de control motor no sdlo
a través de la corteza motora, Sno también a través dd PPTg. Segln estos mismos autores,
una de las funciones critices dd PPTg seria la de condituir una interface entre la
informacion sobre aspectos motivacionales (procedente del nlcleo accumbens) y d output
motor organizado por € estriado dorsal. Seria de esperar, por tanto, que la lesion dd PPTg
afectara especidmente a todos aguellos aprendizges en los que d flujo cortico-edtriata
jugaraun papd relevante.

Sin embargo, Dellu y cols. (1991) han propuesto una explicacion diferente, aunque
no necesariamente excluyente, del efecto diferencid de la lesién dd PPTg sobre diversas
tareas espacides. Segin estos autores, 10 que determinaria la gparicion o no de déficit tras
la leson seria @ nivel de dificultad de la tarea, incluido € nimero de opciones de respuesta
disponibles. Ello explicaria que no se hdlara déficit cuando los animdes tenian una
(laberinto de Morris con la plataforma visble;, Delu y cols, 1991), tres (Iaberinto de tres
brazos, Kesder y cols, 1986) o cuatro opciones de respuesta (laberinto en cruz; Ddlu y
cols,, 1991), pero si cuando € numero de opciones se ampliaba a ocho (laberintos radiales,
Déelu y cols, 1991; Kedating y Winn, 2002) o resultaba virtudmente infinita (laberinto de
Morris con la plataforma oculta; Dellu y cols, 1991). Edta relacion entre la dificultad de la
tarea y d deterioro en d agprendizge estaria mediada por la dteracion de la activacion o

“arousal” cortica y de procesos atencional es causados por lalesion.

Edta dltima explicacion concuerda parciamente con los datos hallados en este trabgo

en rdacion a la EV2. Ad, la lesdn induce un mayor deterioro de la conducta de los
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animdes en eda taea en la condicion de mayor dificultad. Sin embargo, también s
observé un deterioro, aunque menor, del condicionamiento de EV2 en la condicion de bga
dificultad. Por tanto, creemos que, aunque la dificultad de la tarea es un factor que influye
en los efectos de la leson dd PPTg sobre € gprendizagje, hay otros factores a considerar.
En d caso de los gprendizgjes espaciales, y como hemos indicado mas arriba, otro factor
gue parece ser de gran relevancia para determinar S la leson dd PPTg inducira disrupcion,
es U dependencia de los sistemas fronto-edtriatdes. En definitiva, nuestra conclusion es
gue la leson del PPTg podria afectar sobre todo a los aprendizajes espacides en los que
interviene la corteza prefronta y/o € edriado ventra, Sendo menos relevante @ nivel de
dificultad de la tarea. El PPTg, pues, podria ser una edructura cgpaz de modular €

gorendizge y lamemoria a traves principa mente de sus interacciones fronto- estriatales.

Para contrastar esta hipotesis y avanzar en nuestra exploracion de las funciones del
PPTg, hemos disefiado un tercer experimento cuyo principa objetivo era estudiar € efecto
de la lesién bilaterd de este nlcleo sobre tareas espaciades reativamente smples, en €
sentido de que presentan Unicamente dos opciones de respuesta disponibles, y que se ven
afectadas por la lesidn de diversas regiones de la corteza prefronta media (Brito y cols,
1982; Dunnett y cols., 1987; Brito y Brito, 1990; Granon y cols.,, 1994; Shaw y Aggleton,
1993; Sanchez-Santed y cols, 1997; Steckler y cols, 1998b), y dd estriado ventra
(accumbens, principdmente; Gal y cols, 1997). Las dos tareas sdeccionadas son la no-
dternancia demorada (empargamiento demorado con la posicion o “ddayed matching to
postion” -DMTP-) y la dternancia demorada (no-empargamiento demorado con la
posicion o “ddayed non-matching to podtion” —DNMTP-), en un laberinto en T. En
ambas, los animaes s0lo tienen dos opciones de respuesta, por 1o que d agprendizge no
deberia verse afectado por la lesién de PPTg s € nimero de opciones de respuesta fuera
un factor determinante. Utilizamos ademas un tipo de entrenamiento en que la deccion
tenia que hacerse sempre entre los dos mismos brazos (“eeccidn recurrente’), ya que esta
condicion parece especidmente sensible a la leson de la corteza prefrontd (Porter y Mair,
1997).
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5.2. MATERIALESY METODO

El procedimiento experimenta se ha redizado Sguiendo las directrices de la
Comunidad Europea (86/609/EEC) y de la Genegrditat de Cataunya (DOGC 2073
10/7/1995) en relacion con € uso de animaes para experimentacion, y ha sido aprobado
por la Comision de Etica en experimentacion Anima y Humana (CEEAH) de nuestra
Universdad, con € nimero de orden 1585 dd Departament d’ Agricultura, Ramaderia i
Pesca (DARP) de la Generdlitat de Catalunya

5.2.1. Sujetos

Se utilizaron 33 ratas dbinas macho de la cepa Widar, nacidas y criadas en nuestro
estabulario, con una edad media d inicio de experimento de 98.45 dias (SD = 9.06) y un
peso medio de 454.54 gramos (SD = 34.96). No obstante, Unicamente 21 consiguieron
pasar por todas las fases experimentdes y fueron incluidos en los andisis estadigticos (ver
punto 5.3.1.).

Los animdes ean adados como minimo un dia antes de las primeras
manipulaciones experimentaes y a continuacion se edtabulaban en jaulas individudes de
pléstico dd mismo tipo que en los anteriores experimentos. Las condiciones ambientaes
mientras los animades edaban en d edabulario fueron también idénticas a las de los otros
trabgjos presentados en esta tess. Por otro lado, los sujetos tuvieron acceso “ad libitum” a
la comida hasta € inicio de la fase de restriccion dimentaria, y d agua durante todo €
experimento. Ademas, diariamente se controlaban € peso, d estado generd y la higiene de

losanimales.

5.2.2. Procedimiento

5.2.2.1. Grupos experimentales

Tras su separacion, los sujetos fueron didribuidos ad azar en dos grupos
expaimentdes. Lesion (n=18) y Control (n=15). Los animdes dd grupo lesidon fueron
intervenidos quirtrgicamente para la induccion de la lesén quimica con acido iboténico en
el PPTg. Los sujetos del grupo control se sometieron a mismo tipo de operacidn, pero sin

gue = les provocara hingunalesion.
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5.2.2.2. Manipulaciones previas

Para que los animades estuvieran acostumbrados a ser cogidos, transportados, y
pesados por d experimentador, y para reducir las reacciones emocionaes de los sujetos en
e momento de ser manipulados para la administracion de la anestesa por inyeccion intra
peritoned, s llevaban a cabo cuatro sesones de manipulacion de los animaes
(“handling”), en dias consecutivos. Estas sesones conddtian en pesr d animd, y
posteriormente cogerlo con un guante por € lomo y ponerlo en una podcion verticd

durante unos 10 segundos tres veces en un periodo de dos minutos.
5.2.2.3. Cirugia estereotaxica y postoperatorio

Al cabo de una semana de la separacion, aproximadamente, y después de las sesiones

de manipulacion de los animaes, se efectuaron las intervenciones quirdrgicas,

Se ha descrito que las lesiones del PPTg con écido iboténico practicadas € mismo
dia dan lugar a una eevada mortdidad (Inglis y cols,, 1994a; FHorio y cols,, 1999). Por este
motivo, los animales eran sometidos a dos intervenciones quirdrgicas, separadas entre si
por un minimo de 7 dias. En cada una de las intervenciones quirdrgicas se procedia a
infusonar acido iboténico (grupo Lesion) o vehiculo (solucion sdina en tampdn fosfato —
PBS-, grupo Control) en d PPTg, en uno de los dos hemidferios. El primer hemidferio

lesionado era d derecho en lamitad de los sujetosy € izquierdo en la otra mitad.

Basdndonos en los procedimientos utilizados en otros laboratorios (Inglis y cals,
1994a), y con € objetivo de producir una leson que abarcara d méaximo la extenson
anteropogterior del PPTg, pero con una afectacion minima de las edtructuras adyacentes,
las lesiones excitotdxicas de cada hemisferio se practicaban inyectando acido iboténico en
dos coordenadas distintas del nucleo, una Situada en la parte anterior dd mismo y otra en la
region cauda. La bara incisoria se sStué a 3.3 mm debgo de la linea interaurd y las
coordenadas estereotaxicas que se emplearon en este caso, segun € atlas estereotaxico de
Paxinos y Watson (1997), fueron; a) para las inyecciones anteriores o rosrdes. AP.+1.5
desde la interaura, L:+/- 1.7 tomando como referencia la sutura sagitd, y P:- 8.0 mm desde
el craneo; y b) para las inyecciones cauddes o poderioress AP.+0.8 desde la linea
interaurd, L:+/- 1.7 a patir de la linea media, y P.- 7.2 mm desde la superficie craned (ver
figura 22).
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Lateral 1.70 mm

Fig. 22. Coordenadas estereotéxicas correspondientes al PPTg, segun el atlas de Paxinos y

Watson (1997), y representacion de la trayectoria de paso y la localizacion del electrodo.

La cirugia edereotdxica se redizO bgo condiciones de anestesa generd con
tiopentd sddico (Pentotha SodicoO, Abbott; 50 mg/Kgr). También se administré sulfato
de gentamicina (GevramycinO, Schering-Plough; dosis Unica de 0.1 ml im), un
antibidtico de amplio espectro, para evitar posibles infecciones postoperatorias. Una vez
findizada la intervencion, se aplicaba un antiséptico topico (TopionicO, Rius) sobre la
sutura. Por otro lado, se utilizd € mismo aparato estereotaxico que en los experimentos
anteriores (ver puntos 3.2.3 y 4.24.). Durante todo € proceso quirdrgico, la temperatura

corpord de los animdes s mantuvo condante mediante una amohadilla eéctrica
termostatada.

Para producir la lesdn, se introducia una aguja de infusdn en las coordenadas
anteriormente citadas. Esta aguja estaba unida a un tubito de polietileno (PE-20) € cud, a
U vez, edaba conectado 0 bien a una microjeringa Hamilton de un micralitro, que era
activada manuadmente, o bien a una micrgjeringa Hamilton de 10 microlitros conectada a
una bomba de infusién (Sp 100i; WPI). En cada una de las coordenadas se administraban
0.2 microlitros de &cido iboténico durante 200 segundos. Posteriormente a cada inyeccion
£ mantenia la aguja de infuson “in sSitu” unos 300 segundos para facilitar la difuson de la
sugancia. Los animaes de grupo Control se sometieron a los mismos procedimientos
quirdrgicos, pero en lugar de infusonarsdes &cido iboténico se les inyectaba una solucidn
de PBS.
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Una vez findizaba cada una de las dos intervenciones a las que se sometia a los
animaes, estos eran devudtos a sus jaulas, colocados en @ edtabulario, y diariamente
durante una semana, se controlaba su estado de saud segin € protocolo de supervison
indicado en & anexo 2 (punto 9).

5.2.2.4. Laberinto elevado en cruz

Catorce dias después de la segunda intervencion, los sujetos eran sometidos a dos
sesones de laberinto devado en cruz (“devated plusmaze’), con € fin de obtener
medidas de reactividad emociond y de motricidad. Las dos sesiones, redizadas en dias
consecutivos, tenian una duracion de cinco minutos. Edtas pruebas no seran descritas en €
presente estudio y se incluyen en d trabgo de Homs-Ormo (2000).

5.2.2.5. Restriccion de comida

Después de la segunda seson de laberinto evado en cruz, se iniciaba la restriccion
de comida redlizada con € objetivo de tener a las ratas motivadas para las pruebas
dguientes. Los sujetos se dgaban durante dos dias sn dimento, exceptuando € que
pudieran consumir en las sesones de habituacion d reforzador (ver punto Sguiente
52.26.). A continuacion, para mantenerlos d 85% de su peso “ad libitum”, se iniciaba €

programa de control de la cantidad de comida a consumir diariamente seguin laférmula

Grs.= 80% (85% del peso “ ad libitum” — peso real)

Los sujetos recibian un minimo de 5 grs. diarios de pienso especid para ratas. Se
pesaban cada dia después de pasar las pruebas de habituacion o aprendizagje a todo € grupo
de ratas testadas, y seguidamente se les ponia la cantidad correspondiente de comida dentro
de la jaula, para evitar que se cayera y no ingirieran toda la doss. En todas las fases dd

experimento, no obstante, se mantuvo & acceso libre de los animales a agua
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5.2.2.6. Habituacion al reforzador

Durante la fase de aprendizgje se usaron como reforzadores bolitas de arroz inflado
cubiertas con chocolate. Para habituar a los animales a este dimento, y reducir las
reacciones de neofobia, se llevaban a cabo varias sesones de habituacion, dos como
minimo y cuatro como maximo, hasta que d anima se habituaba a este tipo de comida, en
las cudes los sujetos tenian acceso libre a este reforzador durante dos horas diarias, entre

las 11y las 13 horas de la mafiana.

Estas sesones consstian en colocar a los animdes en una jaula de estabulacion sin
viruta con diez bolitas esparcidas por € suelo; d primer dia con la luz de la sda donde s
redizaba la habituacion gpagada y @ segundo dia encendida. Las ratas permanecian en la
jaula hasta haber consumido todos los reforzadores, pero s alguna no los comia después de
una hora, se ponian las bolitas en un recipiente de pléstico dentro de la jaula de laratay se
la estabulaba hagta € dia dguiente; s los habia ingerido, entonces se procedia a hacer la
sesi6n con las luces encendidas igua que las otras ratas, y, S no, se comprobaba s era
capaz de comer dimento de laboratorio. S una rata no consumia los reforzadores pero s d
pienso norma, se indgtia otra vez con la ses6n de habituacion; s no era adi, s diminaba

del experimento.

Mientras se redlizaba la habituacion a reforzador, en cada una de estas sesones, se
gprovechd para regigrar @ tiempo que tardaban los animales en consumir la primera bolita
y d total de reforzadores, € nimero de defecaciones y la presencia o ausencia de miccion,
variables todas las que podian ser de utilidad para vaorar aspectos como la ansedad o la
preferencia por la novedad.

5.2.2.7. Habituacion al laberinto

Previamente d inicio de la fase de gorendizge de las tareas de no-dternancia y
dternancia en € laberinto en T, y una vez los sujetos se habian habituado d reforzador,
aunque no hubieran llegado todavia d 85% de su peso “ad libitum”, los animdes eran
habituados d aparato, a las condiciones ambientades y a comer € reforzador en d
laberinto.

El aparato consstia en un laberinto en cruz de madera pintada de negro, sobrepuesto

sobre un laberinto radid de metacrilato. El laberinto en cruz se utilizd en todas las fases
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experimentdes en la configuracion de laberinto en T, manteniéndose uno de los brazos
sempre cerrado por un blogue de madera. El laberinto estaba elevado a 60 cm dd sudlo
(ver figura 23). Cada uno de los brazos media 72 cm de largo y 12 cm de ancho, y las
paredes tenian una dtura de 12 cm. El brazo de sdida disponia de un compartimento de 20
cm donde se podia recluir d anima en € tiempo de espera entre carreras. Para dlo tenia
una puerta de metacrilato negro de 27 cm de dtura, que € experimentador controlaba
manuamente desde la posicion de observacion. En cada uno de los brazos de respuesta
habia una puerta de metacrilato, esta vez transparente, de 27 cm de dtura Stuada a 3 cm
del extremo proxima y controlada también por € experimentador. Estas puertas permitian
forzar la permanencia en uno de los dos brazos (manteniendo la otra puerta cerrada) y
evitar asl d retroceso una vez d sujeto habia efectuado una eeccidn. El extremo distd de
los brazos de respuesta disponia de un hoyo de 3 cm de diametro y de 1,3 cm de
profundidad en donde se colocaba € reforzador que habian de consumir los animales,
impidiendo de esta manera que é3tos o visudizaran antes de llegar a €. El laberinto estaba
Stuado en una habitacion cas cuadrada (360m =~ 350m ~ 2,90m), en una posicién
ligeramente desviada ddl centro. La sda se iluminaba con una bombilla de 60W stuada 2m
por encima dd punto centrd dd laberinto; y fue mantenida a una temperatura de entre 22 y
23°C mientras e redizaban todas las pruebas. Para facilitar la orientacion de los sujetos en

el aprendizaje de las tareas se colocaron diferentes objetos por las paredes.

Entre los objetos que se encontraban en la sda se incluyeron los necesarios para la
redizacion dd experimento, como & monitor, € tablero de control de las puertas, y €
mismo experimentador; los propios de la saa, como dos puertas, una papelera, un radiador,
un gparato de are acondicionado, un mueble de madera, una escaera pequefia 'y un soporte
con un rollo de papd de un solo uso; asi como una variedad de objetos como juguetes y
telas de diferentes formas y tamafios que se colgaban del techo para quedar situados en las
paredes a una dtura dd sudo de agproximadamente un metro y medio, perfectamente
vishbles desde € interior del [aberinto.

Como hemos comentado, las puertas del laberinto eran controladas manuamente por
e experimentador desde la posicion de observacion, que contenia € pane de mandos, y
edtaba Stuada en una esquina de la sdla actuando como un egtimulo més. Por otro lado, la

conducta de los sujetos se observaba mediante una camara de video (Panasonic RX22),
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Stuada 2m sobre € centro del |aberinto, que estaba conectada a un monitor (Sony Triniton
KX-14CP1).

Fig. 23. Sujeto experimental mientras realizaba una de las sesiones de habituacién al

laberinto. (Area Psicobiologia, U.A.B.)

Todos los sujetos pasaban diariamente por una sesién de habituacion de 10 ensayos
hasta dcanzar € criterio que permitia empezar la fase de gorendizge, que conddtia en
completar cada uno de los ensayos en menos de diez segundos durante dos dias

CONSeCUtivos.

En cada ensayo se Stuaba d anima en d compartimento de sdida dd laberinto en T,
se ponia € reforzador (una bolita de arroz con chocolate) en d dispensador del find de uno
de los brazos y se abria la compuerta de ese brazo. Seguidamente se levantaba la puerta de
la cga de sdida paa que d animd e dirigiera hacia la comida, una vez € anima sdia de
compartimento de sdida se cerraba la compuerta del mismo para evitar su retroceso, y
cuando introducia las 4 patas en € brazo reforzado se bgjaba la puerta de éste y se esperaba
hasda que @ animad consumiera @ dimento. La secuencia de brazos reforzados la
determinaba @ experimentador seudodestoriamente, de manera que las decciones de los

ujetos se didribuyeran por igud entre € brazo de respuesta derecho e izquierdo, y no
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reforzando durante mas de dos ensayos consecutivos € mismo lado. Después dd sexto
ensayo se degjaba descansar a la rata para posteriormente completar la sesién redizando los

10 ensayos.

En los casos en que € sujeto no se movia de la cga de sdida d dorir la puerta, €
experimentador esparcia varias bolitas de chocolate por € laberinto, haciendo un camino
de reforzadores, orientando € animd hacia € brazo de respuesta. El ensayo se consideraba
findizado cuando la rata consumia € reforzador del dispensador del brazo de respuesta o
después de esperar 15 minutos a que lo hiciera desde que se abria la puerta de sdida. S €
animd cad no s movia y no comia ni squiera las bolites dd camino de reforzadores
después de dos ensayos consecutivos en los primeros 6 ensayos se le degaba descansar
hesta @ dia siguiente. Sempre que se cogia d sujeto se hacia por la cola 'y con un guante

de plastico, S no se podia hacer asi, se utilizaba un guante de pidl.

Los animaes eran transportados a la habitacion donde estaba € laberinto de dos en
dos. Cuando uno de elos completaba seis de los diez ensayos de cada sesion de
habituacion, se iniciaba la seson dd otro animd. Una vez findizaban los seis primeros
ensayos los dos miembros de la parga de ratas, éstas eran transportadas a un pasilio de
laboratorio, contiguo a la sala experimentd; cuando todas las ratas dd grupo habian pasado
por edta fase, se completaban los ensayos que fataban para terminar la seson siguiendo
mismo procedimiento anterior, exceptuando que s d animad no entraba en d brazo,
aunque comiera dguna bolita dd camino de reforzadores, se terminaba la seson y e le
dejaba descansar hasta € dia sguiente. Para cada ensayo se anotaba 9 @ sujeto llegaba o
no a brazo reforzado, asi como € tiempo que tardaba en hacerlo; también s consumia las
bolitas de chocolate (del dispensador o0 ddl camino de reforzadores), € numero de
defecaciones y la presencia o ausencia de miccion. Ademaés <e registraba 9 la rata sdtaba a

los otros brazos y S setiraba o caiade [aberinto.

La fase de gprendizgje propiamente dicha se iniciaba a dia siguiente de que cada uno
de los animdes dcanzara € criterio de habituacion d laberinto. S dgin sujeto no

conseguia este criterio en veinte sesiones, era eiminado dd experimento.
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5.2.2.8. Adquisicion de las tareas de alternancia y no-alternancia en €l

laberintoen T

En eda pate dd experimento, los animaes tenian que aprender una tarea de
empargamiento demorado con la posicion (“delayed matching to position” o DMTP). La
demora entre la carrera forzada y la carera libre era de 15 segundos;, posteriormente,
tenian que cambiar de edrategia y adquirir una tarea de dternancia demorada o no-
empagamiento demorado con la posicion (“ddayed non-maching to postion” o
DNMTP), utilizando igudmente una demora de 15 segundos entre las carreras forzada y
libre. S conseguian dcanzar € criterio de gprendizge de esta segunda fase, s les

entrenaba en lamisma tarea pero aumentando la demora a 30 segundos.

Cada una de las tres fases de gprendizge consigtian en sesones consecutivas,
Separadas por intervalos de 24 horas, de 6 ensayos cada una. Cada ensayo estaba
compuesto por dos carreras, la primera de deccion forzada y la segunda de eeccidn libre,
separadas por un intervao tempora o demora. Lo Unico que variaba entre las diferentes
pruebas era que en la primera (DMTP) € animd en la carera libre tenia que ir d mismo
brazo que en la carrera forzada; en cambio, en la segunda y la tercera (DNMTP) tenia que
ir a otro brazo, € que no habia sido reforzado en la carrera forzada; por otra parte, las dos

Ultimas taress diferian, como hemos sefidado, en la demora
El procedimiento que se seguiaerad sguiente:

1 Al principio de cada ensayo se abria la puerta del brazo elegido para ser reforzado
en la carrera forzada y se ponia una bolita de reforzador en @ dispensador de éte.
Para decidir qué brazo se reforzaba en cada ensayo se seguia un orden
seudodeatorio prefijado que garantizaba la didtribucion derecharizquierda d 50%
y evitaba la deccién de un mismo brazo mas de dos veces consecutivas. Se
llevaba la jaula con la rata delante de la cga de sdida, se cogia la rata por la cola
y se colocaba en este compartimento.

2. Inmediatamente después, se abria la puerta de sdida, cerrandola una vez € anima
habia sdido, para evitar @ retroceso. El sujeto Unicamente podia entrar en uno de
los dos brazos de respuesta, y una vez lo hacia se cerraba la puerta de detras de é

y S egperdba 10 segundos como maximo a que consumiera la comida (se
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consideraba que @ sujeto habia entrado en € brazo cuando tenia las cuatro patas

dentro de éste y en contacto con € sudo).

3. A continuacion la rata se colocaba de nuevo en d compartimento de sdida. Se
ponia una bolita de reforzador en @ brazo que se queria reforzar en la carrera
libre, e mismo que en la carrera forzada en la tarea de DMTP y d brazo contrario
en la tarea de DNMTP, y se smulaba que también se ponia una bolita de ceredes

de chocolate también en € brazo no reforzado.

4, Después de la demora, de 15 o 30 segundos segun la tarea, se abrian todas las
compuertas. Se esperaba a que la rata sdliera de esta cgja para cerrar la puerta de
sdida y se esperaba como méximo 30 segundos a que eligiera en qué brazo de
respuesta entraba. Una vez € anima efectuaba su respuesta se cerraba la puerta
del brazo que hubiera escogido, o de los dos brazos s se quedaba en d medio, y
se esperaba 10 segundos antes de sacarlo y Stuarlo en su jaula, mientras consumia

el reforzador S larespuesta era correcta

5. Se limpigba d laberinto, y se repetia  mismo procedimiento para otra rata. Igua
gue en la fase de habituacion d laberinto, las ratas eran transportadas de dos en

dos ala sdaexperimentd, y los ensayos se iban aternando entre |os dos animaes.

S una rata no entraba en € brazo en la carrera forzada se esperaba como méximo 2
minutos, y 9 aln asi no lo hacia se sacaba del laberinto, se redizaba d ensayo con la otra
rata y después s intentaba de nuevo con @ anima anterior. S la rata continuaba sSin entrar

Se dgaba descansar hasta e dia sSiguiente y esa sesion no se contabilizaba.

Cuando la rata no elegia @ brazo antes de 30 segundos en la carrera libre, se cerraban
los brazos y se registraba que se habia quedado en € medio; pero s @ problema era que no
sdia de la cga de sdida después de dos ensayos consecutivos, se sacaba d sujeto del
laberinto y se dgjaba reposar ese dia sin apuntar € segundo ensayo.

Por otro lado, s € sujeto entraba en € brazo pero no comia € reforzador cuando

antes s |0 hacia, se dgjaba descansar hastad proximo dia

En cada ensayo se anotaba la respuesta que emitia la rata en la carrera de libre

eleccion (derecha, izquierda, medio o cga de sdida), € tiempo invertido en completar las
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dos carreras, las defecaciones, la presencia de miccion, asi como conductas extrafias que
pudieraredizar (tirarse del laberinto, sdtar de un brazo a otro, etc.).

DMTP

la. Carrera 2a. Carrera
(Eleccién forzada) (Eleccion libre)

DNMTP

la. Carrera 2a. Carrera
(Eleccion forzada) (Eleccién libre)

Fig. 24. Representacion de lastareas de DMTP y de DNMTP en el laberintoen T.

Todos los animales pasaban por las tareas de DMTP y de DNMTP con la demora de
15 segundos, y solo los que dcanzaban d criterio de agprendizge preestablecido en la
segunda prueba pasaban a redizar la tarea de DNMTP con la demora de 30 segundos. El

criterio que se establecidé para considerar que un sujeto habia adquirido cada una de las
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diferentes tareas consstia en redizar correctamente d menos 5 de los 6 ensayos en dos
sesones consecutivas. Cuando se dcazaba este criterio de agprendizge paa € DMTP, o
bien se habian redizado las 30 sesones maximas, se pasaba d DNMTP con la demora de
15 segundos, y S se conseguia de nuevo este criterio se redizaba esta misma tarea con la
demora de 30 segundos hasta que se adquiria 0 se agotaban las 30 sesiones; S no era asi, se

daba por findizadalafase conductua dd experimento.

Una vez d anima terminaba las diferentes pruebas de agprendizge, era estabulado

con comiday agua“ad libitum” hastad momento de su sacrificio.
5.2.3. Histologia

Al find dd experimento, los animdes se sacrificaban mediante una sobredods de
tiopenta sodico (Pentothal SodicoO, Abbott; 200 mg/Kgr). La mitad de los sujetos fueron
perfusonados intra-cardiacamente con solucion sdina fisologica d 0.9% seguida de
formdina ad 10%, y tras dlo se procedid a la extraccion del cerebro y a su tincion mediante
violeta de creslo, igud que en los experimentos | y |l (para una descripcion detdlada ver
punto 3.25.). En la otra mitad de los sujetos, la perfuson se llevd a cabo mediante PBS
heparinizado seguido de una solucion fijadora compuesta por paraformadehido d 4%,
glutaraldehido a 0.4% y un 2% de sacarosa, segun € méodo descrito por Wolf, Henschke
y Wirdig (1993) (ver anexo 3 dd gpartado 9 para una descripcion precisa). Una vez
extraidos los cerebros se conservaban en la solucidn fijadora durante una hora y en una
solucion de PBS con sacarosa d 15% durante las 24 horas siguientes. Pasado este tiempo
se procedia a su seccionamiento (CRYOCUT 1800, con un microtomo 2020, JUNG). La
mitad de las secciones obtenidas se montaban sobre portaobjetos y, posteriormente, eran
sometidas d méodo de tincion con violeta de cresilo. La otra mitad de las secciones se
procesaban para la determinacion de nicotinamida adenina dinucledtido fosfato diaforasa
(NADPH-d), segin  método especificado en € anexo 3. Edta técnica histoquimica
permite determinar la presencia 0 ausencia de neuronas que contienen Oxido nitrico.
Debido a que las neuronas colinérgicas del PPTg, d igud que € resto de las neuronas
colinérgicas troncoencefdicas, contienen Oxido nitrico, eda técnica resulta til para
determinar la muerte sdectiva de neuronas colinérgicas de estos nucleos. Por lo tanto, la
tindon con violeta de creslo pemitia determinar la extenson de la leson tanto de

neuronas no colinérgicas como colinérgicas, tanto de PPTg como de las edtructuras
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adyacentes, mientras que la técnica de la NADPH-d servia para evduar especificamente la

muerte de neuronas colinérgicas.

El examen neuroanatOmico de las lesones se redizO mediante una lupa binocular
Leica Zoom 2000, un microscopio Leitz Digplan, y con la ayuda de un sistema fotogréficot
digital (Kodak DC280 Zoom).

5.2.4. Analisis estadisticos

Los resultados se andizaron mediante varias herramientas estadisticas del programa
SPSS 10.0:  andiss de la variancia de un factor (ANOVA), d andiss multivariante de la
vaiancia (MANOVA), la prueba no paramérica U de Mann-Whitney, la corrdacion de
Pearson y € andiss de la supervivencia segin d méodo de Kaplan-Méer. Eda dltima
técnica estadigtica es especidmente adecuada para datos longitudinaes recogidos durante
periodos de tiempo variable en funcidn de un criterio de findizacion (0 muerte) marcado
"a priori"; ademés, permite trabgar con datos censurados, es decir, con los datos de
aquellos sujetos que por diferentes motivos abandonan € experimento antes de llegar d
criterio, y comparar las curvas obtenidas por los diferentes grupos mediante contrastes. La

sgnificacion sefijo d nivd dep £ 0.050.

! Profesora Rosa Arévalo. Universidad de la Laguna (Tenerife)
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5.2.5. Resumen del diseno experimental

GRUPO LESION GRUPO CONTROL

SEPARACION + HANDLING

Separacion + 4 dias de manipulacion (“handling”)

Lesion excitotoxica unilateral del | Infusion unilateral de vehiculo en

INTERVENCION 1
PPTg el PPTg
RECUPERACION Protocol o de supervision (7 dias)
INTERVENCION 2 Lesion excitotoxica unilateral del | Infusion unilateral de vehiculo en
PPTg ( hemisferio contralateral) el PPTg (hemisferio contralateral)
RECUPERACION Protocolo de supervision
PLUSMAZE 2 sesiones de 5 minutos cada una de laberinto elevado en cruz

PRIVACION DE COMIDA +
HABITUACION AL
REFORZADOR +
HABITUACION AL
LABERINTO

Inicio del mantenimiento de los animales a 85% de su peso “ad
libitum”

Habituacion alas bolitas de comida usadas como reforzador
Habituacion al laberinto

ADQUISICION DMTP

Entrenamiento en unatarea de DMTP en un laberinto en T (6 ensayos
por dia, 30 dias consecutivos maximo) aplicando una demora de 15
seg. entre lafase de muestray lade test

ADQUISICION DNMTP

Entrenamiento en una tarea de DNMTP en el mismo laberinto (6
ensayos por dia, 30 dias consecutivos maximo) con unademorade 15
seg. Si el animal adquiria la tarea se pasaba a entrenamiento de la

misma tarea aumentando lademora a 30 seg.

Tabla 13. Resumen del disefio del experimento 111,
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