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RESUMEN
Este estudio evalud la participacion de la corteza infralimbica (IL) en los procesos del
aprendizaje y reaprendizaje de ratas Wistar en la tarea de discriminacion simple de olores.
Para el logro de dicho objetivo, se realizaron lesiones bilaterales pre-entrenamiento con N-
metil-D-Aspartato (NMDA) en la IL y se analizo el desempefio de los sujetos en la tarea de
discriminacion simple de olores (DSO) teniendo en cuenta la latencia (tiempo que tarda el
animal en encontrar el reforzador en el aroma asociado), los errores (nUmero de veces en
que el animal busca el reforzador en el aroma que no ha sido asociado al refuerzo) y las
omisiones (numero de veces en que el animal se acerca al aroma correcto y no accede al
reforzador). Los resultados muestran que en los tres primeros ensayos de la fase de
adquisicion, las ratas con lesion presentaron una latencia mayor que el grupo control
vehiculo ensayo 1: (P=0.000); ensayo 2: (P=0.022); ensayo 3: (P=0.022), igualmente,
presentaron un mayor namero de errores y omisiones en el primer ensayo (P=0,000). En el
primer ensayo de la fase de reentrenamiento, los sujetos con lesién mostraron una menor
latencia para establecer la nueva asociacion entre el aroma y el reforzador en comparacién
con el grupo control vehiculo (P=0.000). Dichos resultados, permiten sugerir que la
corteza IL posiblemente desempefié mas una funcion en la eleccién de la estrategia
adecuada para el desarrollo de la tarea, aspecto que se vio dificultado en los tres primeros
ensayos del entrenamiento de la DSO en el grupo lesion, sin embargo este efecto no se
identifico en la fase de re-entrenamiento, probablemente debido a que la corteza prelimbica
(PL) no se encontraba lesionada en ninguno de los dos grupos, por lo tanto la PL
factiblemente se encargé del mantenimiento de la estrategia para realizar la tarea, lo que
facilitd una adquisicién mas rapida del nuevo cambio del estimulo de la DSO en el grupo
lesion. En conclusidn, la lesion bilateral pre-entrenamiento en la corteza IL no generd
déficits en el aprendizaje, ni en el reaprendizaje de la DSO pero si se sugiere una alteracion
a nivel ejecutivo (en la eleccion de estrategias) durante los primeros ensayos de la

adquisicion de la tarea.

Palabras claves: corteza infralimbica, discriminacion simple de olores, impulsividad,

flexibilidad cognitiva.
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Participacion de la Corteza Infralimbica en la tarea de Discriminacion Simple de
Olores en Ratas

La presente tesis de grado se desarrollo dentro del semillero de investigacion de
“Bases Biologicas del Comportamiento” de la facultad de psicologia de la Universidad de
la Sabana. El objetivo general de este trabajo de investigacion fue el de proporcionar una
mejor compresion del funcionamiento de la corteza infralimbica (IL), con relacion al
aprendizaje y el reaprendizaje de ratas Wistar usando un modelo de Discriminacion simple
de olores (DSO), adicionalmente se evaluaron otros procesos cognoscitivos como la
flexibilidad cognoscitiva (FC), la impulsividad y la atencion selectiva, dado que las

caracteristicas de la tarea permitieron su andlisis.

Se ha centrado el estudio en la IL, teniendo en cuenta que sus caracteristicas
anatémicas y funcionales sugieren que podria formar parte de un sustrato neurofisioldgico

cortical modulador de diversas funciones cognoscitivas (Ball & Slane, 2012).

En las ratas la CPFM se subdivide en tres regiones principalmente, la corteza
cingulada anterior (CA) encargada de evaluar y establecer asociaciones entre estimulos y
reforzadores, la prelimbica (PL) y la IL las cuales participan en la escogencia de reglas
generales y estrategias atencionales (Haddon & Killcross, 2011; Vertes, 2006). En
conjunto, estas zonas corticales han sido asociadas con funciones como el control ocular,
los procesos atencionales, la actividad visceromotora, la toma de decisiones, las conductas
direccionadas a un objetivo, la memoria de trabajo, la impulsividad, la flexibilidad

cognoscitiva, entre otras (W. Hoover & Vertes, 2007).

Actualmente, diferentes estudios han concluido que el mal funcionamiento del
nucleo accumbens y la CPFM estan relacionados con las alteraciones en el control
consciente de las conductas y los pensamientos, tal y como se observa en las adicciones a
sustancias psicoactivas y juegos patoldgicos, la esquizofrenia y algunos trastornos de la
personalidad (Fontanez-Nuin, Santini, Quirk, & Porter, 2011; Winstanley, Eagle, &
Robbins, 2006). Sin embargo, ain no es clara la participacion de la corteza IL en las
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funciones cognoscitivas y en especial en el aprendizaje y reaprendizaje (Contreras, Catena,
Candido, Perales, & Maldonado, 2008).

La DSO es un modelo de aprendizaje asociativo que no implica procedimientos que
puedan ser aversivos para el animal; este tipo de tarea permite a los sujetos, adquirir
informacidn sobre las relaciones causales entre estimulos olfativos asociados a refuerzo y
asi poder predecir la aparicion de una consecuencia, reconociendo la presencia de un
determinado estimulo (Domjan & Grau, 2007). La tarea se denomina discriminacion
simple, ya que como resultado el sujeto emite una conducta valorando y realizando una
asociacion entre un anico estimulo, en este caso un aroma impregnado en un recipiente con
la presencia de un reforzador (Quiroz-Padilla, Guillazo-Blanch, Vale-Martinez, Torras-
Garcia, & Marti-Nicolovius, 2007).

Este modelo conductual permitid identificar procesos de aprendizaje de respuestas
instrumentales simples, reaprendizaje y flexibilidad cognoscitiva (FC). Y de forma
indirecta la atencion selectiva y la impulsividad. El aprendizaje de respuestas simples
mediante la asociacion de un unico estimulo (el aroma) con un reforzador (la sacarosa), el
reaprendizaje por la adquisicion de una nueva asociacion entre un aroma diferente al
reforzado en la fase de aprendizaje y el reforzador, que cumpla con caracteristicas similares
al entrenamiento inicial de la tarea y la FC estudiando la capacidad que tienen los roedores

para identificar diferentes alternativas de respuesta ante una misma situacion.

Las caracteristicas cambiantes que se introdujeron a la DSO permitieron identificar
de manera indirecta posibles comportamientos impulsivos, bajo el criterio de déficit en la
capacidad de inhibir una conducta ya adquirida (dirigirse al mismo aroma reforzado en la
fase de adquisicion durante el reaprendizaje) (Braquehais, Ramos-Quiroga, & Sher, 2010).
Finalmente, los procesos de atencion selectiva, donde los sujetos debian seleccionar solo el
estimulo del aroma reforzado omitiendo los deméas aromas que eran de igual agrado (aroma

reforzado y no reforzado)

Los principales resultados mostraron que los sujetos con lesion bilateral demoran
mas tiempo y cometen mas errores y omisiones en la fase de adquisicion, comparados con

los sujetos de los grupos control vehiculo; Sin embargo, en la fase de reentrenamiento
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parecen ser mas eficientes a la hora de ejecutar la tarea y cometen un menor numero de
errores y omisiones Yy llegan al reforzador en un menor tiempo en comparacion con la
latencia de la fase de adquisicion. Los sujetos del grupo control vehiculo muestran un

comportamiento similar tanto en la fase de adquisicion como en la fase de reaprendizaje.

A continuacion se presenta el desarrollo de este trabajo de investigacion iniciando
con la justificacion, la cual describe el planteamiento, los objetivos y la pregunta de
investigacion. En segundo lugar, el marco teérico donde se encuentra una descripcion
neuroanatomica y bioquimica de la corteza IL, los procesos cognoscitivos relacionados con
esta zona cortical, y finalmente, se presenta una descripcion de la tarea de DSO y su posible
circuito neuroanatomico. En tercer lugar, se detallan los procedimientos implementados en
la metodologia; En cuarto lugar, el analisis de los resultados; En quinto lugar la discusion,
la conclusion y las perspectivas hacia futuro del estudio.

Justificacion
La realizacion de estudios lesivos en modelos animales en la corteza prefrontal

(CPF) ha permitido evaluar diferentes alteraciones psicoldgicas como la impulsividad, la
ansiedad, los trastornos atencionales, el miedo condicionado, los problemas de aprendizaje,
y funciones cognoscitivas como la FC entre otras; convirtiéndose asi en antecedentes
importantes para la realizacion de estudios neurocientificos que facilitan la comprensién
entre la relacion neuroanatdmica y el comportamiento entre especies (Chang & Maren,
2010; Laureiro-Martinez, Brusoni, & Zollo, 2009; Nelson, Cooper, Thur, Marsden, &
Cassaday, 2011; Oualian & Gisquet-Verrier, 2010).

En roedores las cortezas PL e IL se han considerado como homologas a la CPFM en
el ser humano (Chang & Maren, 2010; Lesley K. Fellows & Farah, 2003) sugirieron que
estas cortezas tienen una funcién de integrar informacion de tipo emocional y motivacional.
Sin embargo, Hoover y Vertes (2007) describieron una posible diferencia funcional, la IL
parece tener un mayor funcionamiento autonomo, mientras que la PL estaria méas
relacionada con el procesamiento cognoscitivo. La mayoria de investigaciones cientificas
han realizado lesiones en estas dos cortezas de forma simultanea utilizado como técnica

quirdrgica las lesiones bilaterales quimicas y/o eléctricas, lo que no ha permitido
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discriminar de forma clara las posibles diferencias funcionales de cada una de estas zonas
corticales (Chang & Maren, 2010; Laureiro-Martinez et al., 2009; Nelson et al., 2011,
Oualian & Gisquet-Verrier, 2010).

Algunos antecedes sobre la participacion de la CPFM en los procesos cognoscitivos,
argumentan que las subregiones de esta corteza, participan de forma diferente en la FC
segun el tipo de informacion que procesa cada una de ellas, y se propone que serian las
cortezas IL y PL las mas importantes para el desarrollo de esta funcion ejecutiva, cuando
las condiciones del entorno exigen el uso de informacidn de tipo espacial, visual u olfativa
(Burgos-Robles, Bravo-Rivera, & Quirk, 2013; Kesner, 2000). Otro estudio sugiere que la
inactivacion del IL y el PL genera déficits en el reaprendizaje de la tarea de discriminacion
de olores (realizada en un laberinto rectangular con elevacion), se encontr6 una relacion
directamente proporcional dependiendo de la complejidad de la tarea, es decir del nimero
de estimulos olfativos a discriminar, a mayor nimero de estimulos, se observa mayor
déficit en el reaprendizaje (Ragozzino & Kesner, 1998; Ragozzino, Kim, Hassert, Minniti,
& Kiang, 2003).

Contreras, Catena, Candido, Perales, y Maldonado (2008), relacionaron a la corteza
IL ylaPL con procesos de valoracion y motivacion a la hora de realizar una tarea de
demora de la gratificacion (delay of gratification task), en donde el animal es entrenado en
una caja de Skinner para presionar entre una palanca (A), donde encuentra refuerzo en baja
cantidad pero inmediato, y una palanca (B) donde encuentra refuerzo en mayor cantidad
pero con mas demora. Los sujetos con lesiones en estas cortezas eligen con mayor
frecuencia presionar la palanca A, lo cual sugiere un comportamiento de tipo impulsivo, al
no valorar la calidad de las recompensas y elegir la opcién que leda el refuerzo menor e

inmediato (Contreras et al., 2008).

Pocos estudios centrados en la evaluacion especifica de la corteza IL, han
relacionado principalmente a esta corteza con la extincion de respuestas de miedo, usando
como técnica la estimulacion quimica con muscimol (agonista de los receptores GABA).
Los resultados indican que la activacion gabaérgica, facilita la consolidacion y

mantenimiento de la extincion de las respuestas de miedo, es decir que la IL esta implicada
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en el almacenamiento a largo plazo de extincion del miedo(Akirav, Raizel, & Maroun,
2006; Chang & Maren, 2010)

Con este contexto experimental nosotros proponemos la realizacion del proyecto
“Participacion de la corteza infralimbica en la tarea de discriminacion simple de olores”,
del cual surge la siguiente pregunta de investigacion ¢Cuales son los efectos de la lesion
excitotdxica bilateral pre-entrenamiento de la corteza IL en los procesos cognoscitivos del
aprendizaje y reaprendizaje de la tarea de discriminacién simple de olores en ratas Wistar?
Bajo este planteamiento formulamos los siguientes objetivos especificos:

Evaluar los efectos de la lesion bilateral excitotoxica pre-entrenamiento en la

corteza IL en los procesos del aprendizaje y el re-aprendizaje de la DSO.

Analizar los efectos de la lesion bilateral excitotoxica pre-entrenamiento en la

corteza IL en la prueba de percepcion olfatoria.

Los aportes de esta la investigacion posiblemente podran brindar nuevas o
complementarias explicaciones sobre los sindromes prefrontales, en especial, cuando la
lesion puede llegar a presentarse de forma focalizada en el IL; Lo que permitira garantizar
a futuro un mejor diagnostico diferencial y la busqueda de tratamiento en esta clase de dafio

cerebral.

Marco tedrico

Descripcion general de la Corteza Infralimbica

La CPFM en roedores, se subdivide en tres zonas principales, de dorsal a ventral, se
encuentra la corteza CA, encargada de evaluar y establecer asociaciones entre estimulos y
reforzadores, la PL, que cumple la funcidn de establecer y mantener una estrategia para la
solucion de una tarea, y finalmente la IL, la cual ha sido relacionada con la seleccion inicial
de una estrategia para dar solucion a una problematica (Haddon & Killcross, 2011; Vertes,
2006). Sin embargo, en la actualidad no esté clara la funcion de cada una de estas
subdivisiones y su relacion con los procesos cognoscitivos (W. Hoover & Vertes, 2007,
Vertes, 2006).
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La corteza IL ha sido relacionada con la extincion de asociaciones aversivas
medidas a través del condicionamiento Pavloviano y pruebas de aversion a sabores; en
estudios de manipulacion farmacoldgica de esta region, se ha presentado déficit en la
extincion de memorias relacionadas con consecuencias aversivas (Murphy, Dalley y
Robbins, 2005; Maroun, Kavushansky, Holmes, Wellman, & Motanis, 2012).

Igualmente, el IL parecer ser un mediador importante en situaciones donde hay
competencia entre las conductas direccionadas a un objetivo y las respuestas de
comportamiento habitual; se ha sugerido que cuando existe una competencia entre las
acciones dirigidas a objetivos y a los habitos, son estos ultimos los que ejercen un control
sobre las conductas(Haddon & Killcross, 2011; Maroun, Kavushansky, Holmes, Wellman,
& Motanis, 2012).

Investigaciones con animales, muestran que tras la lesion de la CPFM, la memoria
sensorial (evaluando claves del contexto) es afectada, y se relaciona con la presentacion de
los comportamientos impulsivos y perseverativos (Chudasama et al., 2004; Winstanley et
al., 2006). Sin embargo, a pesar de las funciones que se ha atribuido a la corteza IL con
relacién al procesamiento cognoscitivo y emocional, poco se sabe sobre el funcionamiento
de la red neuronal de esta area (van Aerde, Heistek, & Mansvelder, 2008), y su interaccion
durante la ejecucion de las funciones cognoscitivas (Laureiro-Martinez, Brusoni, & Zollo,
2009).

Las lesiones en la CPFM, en el ser humano, han sido relacionadas con un déficits
en la toma de decisiones, en la capacidad para hacer juicios de manera coherente con la
realidad y adicionalmente presentan un comportamiento social inadecuado acompafiado de
impulsividad (Ciaramelli & Spaniol, 2009; Clark et al., 2008)

Anatomia y fisiologia de la Corteza Infralimbica

La CPFM, se encuentra conectada bidireccionalmente con la amigdala, el
hipocampo, el hipotalamo y el talamo, mediando en las funciones de tipo limbico y con
todas las cortezas de asociacion, lo cual le permite ejercer una funcién de control de gran
parte de la actividad conductual, emocional y cognoscitiva(Fontanez-Nuin et al., 2011,
Kosaki & Watanabe, 2012).
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Cada division de la CPFM recibe un conjunto unico de proyecciones aferentes y
eferentes; los nucleos de la CA, reciben informacion predominantemente senso-motora y
estaria relacionada con conductas de tipo motor y sensitivo, mientras que las aferencias en
de las cortezas mas ventrales (PL e IL) son de predominio cognoscitivo y limbico, es decir
integran informacion de tipo emocional y motivacional (Brown, Manuck, Flory, & Hariri,
2006). Se han encontrado indicios de que la corteza PL tiene una participacion directa en
las funciones limbico-cognoscitivas, homologa a la corteza prefrontal dorsolateral de los
primates, mientras que la corteza IL representaria un centro de control visceromotor

homologo a la corteza orbitomedial de los primates (Vertes, 2006).

En la rata se ha determinado que la funcion principal que desempefia el IL
corresponderia a los procesos de actividad visceromotora, la toma de decisiones y la
modulacion de las respuestas de miedo (Chang & Maren, 2010; Herold, 2010; W. Hoover
& Vertes, 2007). Un estudio sobre la estimulacidn de esta corteza en rata produjo cambios
en la presidn sanguinea, la respiracién, la motilidad gastrointestinal e igualmente dificulté
el aprendizaje de respuestas de miedo en tareas de aprendizaje Pavloviano (Vazquez-
Borsetti, Celada, Cortes, & Artigas, 2011). Igualmente, el IL junto con el PL estarian
involucrados en la ejecucion de tareas donde se requiere de la atencion, la seleccién de la
respuestas evaluando multiples estimulos y la memoria implicita (Kuipers, Mensinga,
Boers, Klop, & Holstege, 2006).

Las principales fuentes de proyecciones aferentes comunes a las cortezas PL e IL,
provienen del bulbo olfatorio, la sustancia gris periacueductal, el ntcleo del tracto solitario,
el sistema limbico, el nicleo central y basal de la amigdala, cortezas perirrinal y entorrinal,
el claustro, el tdlamo, la linea lateral del hipotalamo y escasas proyecciones desde el

hipocampo y el area tecmental ventral (Brown et al., 2006; Kuipers et al., 2006)

La corteza PL es la principal fuente de proyecciones aferentes a la IL, esta también
recibe amplias proyecciones desde el hipocampo (CAl/subiculo) (Fitzgerald, 2011). Las
proyecciones del hipocampo al IL podrian servir para la asociacion de los acontecimientos
pasados (incluida su valoracién afectiva) y emitir respuestas rapidas ante situaciones

similares a las ya vividas (Brown et al., 2006).
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La corteza IL envia proyecciones axonales a los nucleos subcorticales que generan
un estado de alerta (sistema activador ascendente), las proyecciones mas importantes son
las que conducen al hipotadlamo, ya que en estas se generan respuestas de vigilia, atencion
y emocionales, e igualmente se relaciona con el estrés y la liberacién de hormonas
(Morgane, Galler, & Mokler, 2005).

Los principales lugares de proyecciones eferentes de IL son (ver figura 1): el septum
lateral, ndcleo del lecho de la estria terminal, los nlcleos predpticos medial y lateral, la
corteza PL y nucleos endopiriforme del cerebro anterior basal (cértex piriforme dorsal),
nucleo acumbens (Shell), los nicleos medial, basomedial y central de la amigdala, la
porcion anterior de los nucleos olfatorios, el nacleo dorsomedial, el lateral, el perifornical,
el posterior y el supramamilar del hipotalamo, y los nlcleos parabraquial y solitario del
tronco cerebral (W. Hoover & Vertes, 2007; W. B. Hoover & Vertes, 2012).

Figura 1. Principales proyecciones aferentes y eferentes de la corteza infralimbica,
AC: corteza cingulada anterior, EC: corteza entorrinal, PL: corteza prelimbica, IL: corteza
infralimbica: MO: corteza orbital medial, VO: corteza orbital ventral, AON: nlcleo
olfatorio anterior, CP: caudado-putamen-estriado, LS: nlcleo septal lateral, BST: bed
nucleus of stria terminalis, TTd: tenia tecta dorsal, EN: nlcleo endopiriforme, DBh: nlcleo
horizontal de la banda diagona, SI: sustancia innominada, MPO: area pre-Optica medial,
LPO: area pre-optica lateral, IAM: nacleo del talamo interanteromedial, PT: nacleo del
talamo paratenial, PV: nucleo paraventricular del talamo, MD: nucleo mediodorsal del

talamo, IMD: nUcleo intermediodorsal del tdlamo, CEM: nlcleo central medial del tadlamo,
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RH: nucleo romboidal del tallamo, RE: nucleo reuniens del talamo, CEA: nucleo central de
la amigdala, MEA: nucleo medial de la amigdala, AA: area anterior de la amigdala, BMA:
nacleo latero-medial de la amigdala, COA: nlcleo cortical de la amigdala, DMH: nucleo
dorsomedial del hipotdlamo, AHN: nicleo hipotaldmico anterior, LHy: area hipotalamica
lateral, SUM: nacleo supramamilar, PFx: region periforme del hipotalamo, VTA: area
tecmental ventral, SNC: sustancia nigra pars compacta, IP: nucleo interpeduncular, PBM:
ndcleo parabraquial medial, PBI: nlcleo parabraquial lateral, NTS: ndcleo del tracto
solitario. Adaptado de “Interactions among the medial prefrontal cortex, hippocampus and
midline thalamus in emotional and cognitive processing in the rat” por Vertes, R. P, 2006.

Neuroscience, 142(1), 1-20.

Neuroquimica de la corteza infralimbica.

La transmision dopaminérgica proveniente del nicleo acumbens, ejerce gran
importancia en el control de la actividad de la CPFM, y proyecta sus axones a los nlcleos
monoaminérgicos (nucleo de rafé, locus coeruleus y area tegmental ventral) (Nieuwenhuis
& Takashima, 2011; Oualian & Gisquet-Verrier, 2010). Estudios con animales demuestran
que el déficit de dopamina (DA) en esta zona cortical esta relacionado con dificultades en
el aprendizaje, la memoria de trabajo, la atencion y la toma de decisiones (Rosenkranz &
Grace, 2002; Tseng & O'Donnell, 2007).

El segundo neurotransmisor que media la accion de las cortezas IL y PL es la
serotonina (5-HT) proveniente del nucleo dorsal de rafé en el tronco cerebral, estas
cortezas, se encuentran inervadas densamente por axones serotoninérgicos y tienen
receptores para la 5-HT en alta densidad, principalmente los receptores 5-HT1A y 5-HT2A
(Robinson et al., 2008).

Estudios recientes, han relacionado al receptor 5-HT2A con la accion de la CPFM
en tareas que requieren de la memoria de trabajo, mientras que los receptores 5-HT1A,
estarian con procesos como el aprendizaje y en conductas de tipo ansioso (Maroun et al.,
2012), adicionalmente, se ha descrito que antagonistas 5-HT1A revierten los déficit
cognoscitivos inducidos por diversos farmacos (Amargés-Bosch et al., 2004; Maroun et al.,
2012).
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Tedricamente se ha vinculado a la 5-HT con una funcion inhibitoria de la CPFM y
por el contrario la NA cumpliria la funcidn excitatoria para evidenciar ese papel antagénico
entre estos dos neurotransmisores se han relacionado el efecto de estos en la impulsividad,

la FC y la memoria de trabajo (Fitzgerald, 2011).

En oposicion a la hipdtesis anteriormente mencionada, se ha encontrado que en la
corteza IL, los receptores de 5-HT2A que se encuentran en las neuronas piramidales y
corresponden a un nimero menor de 50-80%, e inducirian a respuestas excitatorias de la
CPFM por intermediacion del glutamato producido (Murphy, Dalley, & Robbins, 2005;
Robinson et al., 2008). Sin embargo, el mecanismo implicado en la interaccion de la
neurotransmision serotoninérgica y glutamatérgica en la CPFM no esta claro y existen
opiniones controvertidas sobre el origen del glutamato y la localizacion de los receptores 5-
HT2A que median los efectos excitadores sobre la actividad cortical (Amargds-Bosch et al.,
2004; Cools, Nakamura, & Daw, 2011; Puig, Celada, & Artigas, 2004).

La IL también recibe informacion de tipo noradrenérgica proveniente del nicleo
coeruleus; la noradrenalina (NA) ejerce su accion ante respuestas complejas en la CPFM,
con un predominio de respuestas inhibitorias mediadas, probablemente, por interneuronas
gabérgicas corticales (Puig et al., 2004). La activacion y desactivacion enddgena de los
neuroquimicos, estarian relacionados con las exigencias del ambiente en el cual se
desarrollan, tanto la 5-HT como la NA afectan el funcionamiento normal de la CPFM
(Andrade, 2011; Cools et al., 2011).

En conclusién, se conoce que la 5HT ejerce efectos complejos sobre la actividad de
las neuronas piramidales de la CPFM, con un funcionamiento predominante inhibitorio,
puesto que, aungue existe una elevada coexpresion de receptores 5-HT1A y 5-HT2A en las
mismas neuronas piramidales, que ejercen efectos opuestos sobre su actividad, la respuesta
inhibitoria mediada por receptores 5-HT1A predomina, posiblemente por la localizacion de

estos receptores en el cono axonal piramidal (Puig et al., 2004)

La corteza IL es una estructura de predominio GABAEérgico y glutamatérgico, la
liberacion de GABA desde esta corteza, estimula la liberacion de DA en el nicleo
acumbens y el area tegmental ventral, de 5.HT en las neuronas del nucleo de rafé y la
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acetilcolina (ACh) de los ganglios basales (Amargos-Bosch et al., 2004), estos sistemas a
su vez son neuromoduladores de la actividad de la corteza e influyen en la transmision
sinaptica inhibitoria y excitatoria, que modulan los procesos cognoscitivos de forma
diferenciada (Boulougouris, Dalley, & Robbins, 2007).

Procesos cognoscitivos relacionados con la corteza IL

Estudios con modelos animales, al igual que con poblacion humana, en los cuales se
analiza la posible participacion de la CPFM en los procesos cognoscitivos, muestran que
esta corteza es importante para la ejecucion de las memorias de trabajo e implicita, la
atencion selectiva y dividida, la inhibicién comportamental, el mantenimiento y el cambio
de estrategias ante una situacion novedosa, la planeacién y la toma de decisiones
(Boulougouris et al., 2007; Contreras et al., 2008; Herold, 2010). Existe literatura que
reconoce que cada una de las subdivisiones anatomicas de esta corteza son heterogéneas,
funcional y anatbmicamente, sin embargo, ain no hay claridad de como actlan y qué tipo
de informacion procesa cada una de las divisiones anatomicas de la CPF. A continuacién se
describen algunos hallazgos que pueden ofrecer una aproximacién para la comprension
neurofisioldgica del IL (Dalley, Cardinal, & Robbins, 2004).

La corteza IL esté relacionada con el analisis y evaluacion de la informacion a
través del tiempo, contribuyendo con la organizacion, la planeacion y la FC, usando la
informacidn previamente adquirida para la consolidacién y adquisicion de estrategias de

solucion de situaciones problematicas (Ragozzino & Kesner, 1998).

Existen al menos dos circuitos funcionales dentro de la CPFM, el primero de ellos
es el circuito donde intervienen CA, PL e IL: este se asocia a habilidades a nivel
cognoscitivo, como la memoria de trabajo, la atencidn selectiva, la formacién de conceptos
y la FC; el segundo PL e IL: el cual se asocia al procesamiento de sefiales somaticas y
emocionales que actian como marcadores o guias de los procesos de toma de decisiones

hacia objetivos socialmente adaptativos (Bechara, Tranel, & Damasio, 2000).
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Aprendizaje, reaprendizaje y memoria

La relacion de la IL con el aprendizaje, se ha estudiado principalmente en tareas de
condicionamiento Pavloviano, donde se ha encontrado que la accion principal de esta
corteza ejerce mayor influencia durante la extincion del aprendizaje (Haddon & Killcross,
2011), Diferentes estudios indican que la corteza IL estaria implicada con la activacion
répida de neuronas que facilitan el establecimiento de asociaciones inhibitorias asociadas
con la extincién (Contreras et al., 2008; Kosaki & Watanabe, 2012; Rhodes & Killcross,
2007).

Se ha descrito que la IL permite a los animales integrar la informacion acerca de los
posibles cambios originados en el contexto y que implicarian la extincion de aprendizajes
anteriores, para asi recuperar con mayor facilidad la informacion adquirida durante la fase
de adquisicion, igualmente, la IL modula el control de la extincion y el reaprendizaje, las
cuales implican la competencia entre las asociaciones inhibitorias y excitatorias (Rhodes &
Killcross, 2007).

La CPFM ha sido fuertemente relacionada con los procesos de memoria de trabajo,
una memoria temporal compuesta por diferentes subprocesos cognoscitivos usados para la
activacion, el mantenimiento y el procesamiento de informacion relevante para el desarrollo
de una tarea (Ragozzino et al., 2003). Estudios donde se analiza la relacion entre la CPFM
con la memoria de trabajo, se utilizan generalmente tareas con contingencias tardias
(delayed respond contingency) (Baddeley & Hitch, 1994 ; Delatour & Gisquest-Verrier,
1999), observando que el rendimiento de ratas con lesiones en las cortezas IL y PL
disminuye considerablemente en este tipo de tareas (Delatour & Gisquest-Verrier, 1999;
Kesner, 2000), una posible explicacién atribuida a estos resultados es que este proceso
cognoscitivo esta influenciado por la acciéon moduladora dopaminérgica y colinérgica
provenientes de la CPFM, al igual que la activacion de receptores muscarinicos y
colinérgicos que facilitan la consolidacion de la informacion y su rapida evocacion,
contribuyendo a la memoria de trabajo en tareas que involucran informacién de tipo

espacial (Ragozzino & Kesner, 1998)
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La memoria implicita al igual que la FC depende para su buen funcionamiento de
las areas sensoriales primarias, del 16bulo prefrontal, nicleo dorso-mediano del talamo y el
neoestriado (Ragozzino et al., 2003). Los ganglios basales y el cdrtex prefrontal forman un
sistema neuronal distribuido e implicado en tareas cognitivas que requieren de la seleccién
de acciones en un contexto determinado, estas tareas involucran tanto la planificaciéon como

el aprendizaje instrumental de habilidades motoras y de hébitos (Cowan, 2008).

La CPFM media en las contingencias de accion en funcion del tiempo y su
organizacion logica, estudios demuestran que roedores con lesiones en PL e IL presentan
déficits en tareas que requieren gque el animal emita una serie de conductas con una
secuencia temporal, dificultando la memorizacién de informacién temporal y espacial
(Fuster, 2001; Gisquet-Verrier & Delatour, 2006).

Procesos atencionales

Se ha encontrado que la CPFM esté relacionada con procesos de atencion selectiva,
puesto que lesiones en areas corticales, produce dificultades para establecer un criterio de
seleccién de un estimulo usando la informacion de este para discriminar otros estimulos
que serian menos relevantes para la ejecucion de una tarea (Birrell & Brown, 2000). Ratas
con lesiones e IL y PL entrenadas en una tarea donde tienen que encontrar un reforzador en
un recipiente, discriminando la forma, el olor o la textura, (Set-shifting) evidencian un
déficit en la seleccion del estimulo relevante cuando este es cambiante, seleccionando
siempre el mismo estimulo para encontrar el refuerzo (Birrell & Brown, 2000). Igualmente
muestran dificultades para el aprendizaje reversible (reversal learning) al no poder
ajustarse a la tarea cuando se introduce una inversion de la contingencia de estimulo-

recompensa, emitiendo siempre respuestas perseverativas (Chudasama et al., 2004)

Se reconoce que hay diferencias respecto a la funcién de cada una de las
subdivisiones de la CPFM con relacion a tareas donde requiere de la focalizacion o
seleccion, mantenimiento y desplazamiento de la atencion ante los diferentes estimulos, y
se seleccionan las respuestas y se activan estrategias para la solucion de problemas, los
hallazgos indicarian que la corteza IL estaria mas relacionada con procesos de atencion
selectiva o el desplazamiento de la atencidn valorando diferentes estimulos (Chudasama et
al., 2004).
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Flexibilidad cognoscitiva

Existen dos formas de flexibilidad: la flexibilidad reactiva, que implica la capacidad
de modificar el comportamiento en funcion de las exigencias del contexto, y la flexibilidad
espontanea, que consiste en la produccion de un flujo de ideas o de items en respuesta a
instrucciones simples (Herold, 2010; Martin & Rubin, 1995). La flexibilidad espontanea
exige tanto la inhibicion de respuestas y de estrategias automaticas, como la produccién de
pensamientos divergentes y creativos (Herold, 2010).

Martin y Rubin (1995) argumentan que la FC tiene tres componentes principales, el
primero es la necesidad individual de reconocer la existencia de diferentes alternativas, para
después adaptar su conducta teniendo en cuenta pardmetros sociales y las posibles
consecuencias tanto negativas como positivas de sus actos, cuanto mayor sea el nimero de
repertorios comportamentales, mas complejos seran los sistemas de procesamiento de la
informacion, y por lo tanto, requerird mayor flexibilidad individual. EI segundo paso
requiere la disposicion del sujeto a cambiar y ajustarse a las nuevas demandas del entorno,
ya habiendo reconocido cuales son las alternativas que puede implementar, en este proceso
influye significativamente los procesos motivacionales del sujeto, altos niveles
motivacionales haran que el sujeto se adapte con mayor facilidad a los cambios
introducidos. El tercer componente requiere de una retroalimentacion de la conducta
escogida, es decir el individuo debe sentirse seguro de su capacidad de actuar con eficacia
lo cual le ayudara a hacer una mejor toma de decisiones y a escoger de mejor manera el

repertorio comportamental orientado a la meta.

Neuroanatomicamente, la estructura que mas se ha relacionado con la FC es la
CPFM, la cual participa en la escogencia de reglas generales y estrategias atencionales
(Birrell & Brown, 2000; Laidlaw, Browman, & Brown, 2004; Ragozzino, 2007) y la
corteza orbitofrontal que cumple el papel de evaluar y establecer asociaciones entre

estimulos y reforzadores (Boulougouris et al., 2007; Ragozzino, 2007).

Burgos-Robles, Bravo-Rivera, y Quirk, (2013) proponen que serian las cortezas IL
y PL las més importantes para el desarrollo de la FC, cuando las condiciones del entorno
exigen el uso de informacién de tipo espacial, visual u olfativa. Por otra parte, estas zonas

corticales también se han relacionado con procesos de valoracién hacia reforzadores
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(Contreras et al., 2008; De Bartolo et al., 2009), y con la memoria a largo plazo de

emociones relacionadas con el miedo (Akirav et al., 2006; Chang & Maren, 2010).

Impulsividad
Dafios en la CPFM, han sido relacionados con conductas perseverativas, la
impulsividad, la falta de iniciativa, y una inercia hacia el cumplimiento de reglas y normas
sociales y la inhabilidad en la ejecucion de planes y estrategias que le permitan a los
individuos solucionar de manera efectiva las problematicas originadas en el dia a dia
(Valdés & Torrealba L, 2006).

En la literatura clésica se ha asociado la impulsividad a tres factores: el actuar sin
una implicacién directa de las funciones cerebrales superiores, la impaciencia y un aumento
en la velocidad de la respuesta emitida (Leshem & Glicksohn, 2007). La impulsividad no es
un constructo unitario sino que abarca una gama de comportamientos que incluyen los
aspectos de la hiperexcitabilidad, la desinhibicion del comportamiento, y el orden superior
de toma de decisiones (Brown et al., 2006).

A nivel neuroanatdmico, la impulsividad se ha relacionado con dafios en el sistema
limbico cortico estriatal (limbic corticostriatal loop) y se ha demostrado que aumenta la
toma de decision arriesgada en los seres humanos, ya que la afectacion de algunas de estas
regiones, tiene efectos en el comportamiento de inhibicién y el control cognitivo, asi como
en el aprendizaje de recompensa (Brown et al., 2006; Laidlaw et al., 2004). Lesiones en la
CPFM han demostrado que los sujetos comienzan a emitir comportamientos perseverativos
e impulsivos, evaluados mediante la eleccion de opciones g brindan menor refuerzo pero

con un tiempo de acceso corto (Braquehais et al., 2010).

La CPFM de la rata, en especial las cortezas IL y PL, tras la lesion en estas areas
conduce a fallos en el comportamiento de eleccion debido a que las ratas perdieron
capacidad para detectar cambios en las contingencias de recompensa (Lesley K. Fellows &
Farah, 2003; L. K. Fellows & Farah, 2007)

El dafio en la corteza cingulada anterior aumenta el nimero de respuestas
prematuras o impulsivas en tareas que contienen una recompensa y otras formas de

desinhibicion conductual, por ejemplo en la extincion de aprendizaje, cuando al no haber
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estimulo de recompensa el animal persiste en la conducta aprendida ain cuando ya no

recibe ningun reforzador por esta (Brown et al., 2006; L. K. Fellows & Farah, 2007).

Discriminacién simple de olores (DSO)

La tarea de DSO implica un aprendizaje asociativo que no presenta las
caracteristicas de un procedimiento aversivo. En esta tarea, el animal debe discriminar entre
tres estimulos olfatorios y asociar a uno de ellos con un refuerzo. En el modelo de la DSO
usado para este experimento, los animales son sometidos a dos sesiones, un entrenamiento
para la adquisicién de cinco ensayos y un reaprendizaje 24 horas después del aprendizaje
del mismo con cinco ensayos, en los cuales el aroma reforzado es diferente al usado en la

fase de adquisicion.

Al comienzo, el sujeto explora los tres estimulos olfatorios, pero después del primer
ensayo la latencia para dirigirse hacia el aroma que contiene el refuerzo disminuye, al igual
que el nimero de errores (Quiroz-Padilla et al., 2007). Esta tarea se aprende con rapidez en
una Unica sesion y su recuerdo se mantiene durante varios dias (Quiroz-Padilla et al., 2007).
Algunos autores han sugerido que su rapida adquisicion puede deberse a que no requiere
del aprendizaje de respuestas instrumentales complejas, sino que se basa en una respuesta

innata y natural de los roedores, la exploracion (Tronel, Feenstra, & Sara, 2004).

Con el fin de hacer una medicién del reaprendizaje, se introdujo una modificacion
en la tarea original, desde el primer ensayo de la fase de reaprendizaje se reemplazé el
aroma con el que fue entrenado el animal en la fase de adquisicion; para el éxito en esta
tarea el sujeto debi6 aprender a inhibir su tendencia a seguir la asociacion entre el aromay
el reforzador ya aprendido, y adaptarse a los cambios del entorno para encontrar el nuevo
aroma reforzado con rapidez (Quiroz-Padilla et al., 2007; Torras-Garcia, Lelong, Tronel, &
Sara, 2005).

La DSO se realizo en una caja de madera de 60x60x40cm donde se encontraban tres
esponjas impregnadas con tres aromas diferentes (anis, naranja y vainilla), los tres
equivalentes en grado para el animal, (ninguno de los aromas produce aversion ni
preferencia). Cada esponja tenia un agujero en el centro donde se coloco el refuerzo, las

tres esponjas se ubicaban en las esquinas de la caja, en la esquina que quedaba libre se tomo
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como punto de partida para colocar el animal y dar inicio a cada uno de los ensayos, la
distribucion de los aromas en cada una de las esquinas de la caja fue cambiando a lo largo
de los ensayos de manera aleatoria, esto con el fin de que el animal asociara el aroma con

una ubicacién espacial determinada.

El aroma reforzado fue el mismo para cada sujeto en la fase de adquisicion durante
los 5 ensayos, ya en la fase de reaprendizaje se reemplazo el aroma reforzado en la primera
fase y se uso uno de los otros dos aromas restantes durante los 5 ensayos de la tarea.
Durante la adquisicion de esta tarea, el sujeto aprendio a introducir el morro en el agujero
de la esponja con aroma asociado al refuerzo. En cada ensayo se registré la latencia de la
rata en realizar la respuesta correcta (encontrar y comer el reforzador), el nimero de errores
de olor (introducir el morro dentro de esponjas no reforzadas) y el nimero de errores por
omision (oler la esponja reforzada sin introducir el morro para comer la sacarosa). El
criterio para identificar que hubo aprendizaje de la tarea, es que el animal a partir del
segundo ensayo comience a disminuir la latencia, el nimero de errores y de omisiones
(Quiroz-Padilla et al., 2007; Tronel et al., 2004; Tronel & Sara, 2002, 2003; Villarejo-
Rodriguez, Vale-Martinez, Guillazo-Blanch, & Marti-Nicolovius, 2010).

Posible circuito neural de la tarea DSO

Evidencias experimentales proponen que la corteza prelimbica participa en la
adquisicion y consolidacion de la DSO. Otras areas cerebrales relacionadas con la
adquisicion de esta tarea son la corteza orbitofrontal y la amigdala basolateral (Tronel &
Sara, 2002), mientras que la abénula lateral (Hbl) se ha relacionado con la retencién de la
DSO (Tronel & Sara, 2003).

La DSO es una tarea que requiere el funcionamiento de estructuras cerebrales
relacionadas con la percepcion olfatoria, la memoria implicita y la FC (Torras-Garcia et al.,
2005); la corteza PL, es una zona que cumple un papel importante en el desarrollo de las
funciones cognoscitivas, al recibir proyecciones de estructuras como el bulbo olfatorio
(Terreberry & Neafsey, 1987) y la amigdala basolateral (Krettek & Price, 1977). Estudios
muestran que esta zona, esta implicada en procesos de memoria de trabajo (Kesner, 2000),

de atencion (Passetti, Dalley, & Robbins, 2003) y en la flexibilidad e inhibicion conductual
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(Delatour & Gisquest-Verrier, 1999; Jinks & McGregor, 1997; Villarejo-Rodriguez et al.,
2010).

Diferentes estudios (Tronel et al., 2004; Tronel, Milekic, & Alberini, 2005; Tronel
& Sara, 2002, 2003; Villarejo-Rodriguez et al., 2010), sugieren que la corteza PL esta
implicada en el aprendizaje y la consolidacion de la DSO y que manipulaciones
farmacoldgicas con antagonistas glutamatérgicos y noradrenérgicos en la corteza PL
impiden la retencion a las 48 horas. Tronel y Sara, (2002) entrenaron a un grupo de
animales en una sesién de adquisicion de tres ensayos y un test a las 48 horas, con cuatro
ensayos, para investigar el papel del sistema noradrenérgico de la corteza PL en los
procesos de consolidacion de la memoria. La infusion bilateral de timolol, un bloqueador
de los receptores § adrenérgicos en esta zona prefrontal, dos horas después del
entrenamiento de la DSO caus6 amnesia a las 48 horas, pero no afecto el reaprendizaje de
la tarea (Tronel et al., 2004). Este mismo efecto se produjo con la administracion del APV
5 minutos despues del entrenamiento de la DSO con el mismo disefio experimental de la
tarea utilizado en el primer trabajo (Tronel & Sara, 2003). Los resultados de estos
experimentos sugieren que la corteza PL participa de forma importante, en los primeros
estadios de la consolidacion de la memoria a largo plazo a través de los receptores
NMDA(Torras-Garcia et al., 2005; Tronel et al., 2004; Tronel & Sara, 2003).

Este mismo grupo de investigadores demostraron la importancia de los receptores
noradrenérgicos de la corteza PL para la consolidacién de la DSO. Las muestras obtenidas
por microdialisis en esta zona prefrontal a los 32 y 128 minutos después del entrenamiento
de la tarea, mostraron un incremento en la liberacion de NA (Tronel et al., 2004; Tronel et
al., 2005; Tronel & Sara, 2002, 2003). Estudios previos (Kublik & Sara) con técnicas de
marcaje de c-Fos y registros electrofisioldgicos, ya habian propuesto a la corteza prelimbica
como una zona cortical que se muestra necesaria para la adquisicion de la DSO, cuando el
entrenamiento de la tarea es de 5 ensayos. Esta zona cortical mostré un alto nivel de
inmunoreaccién de c-Fos y alta actividad neuronal inmediatamente después del

entrenamiento de la tarea (Villarejo-Rodriguez et al., 2010).

Tanto la corteza orbitofrontral, que ha sido relacionada con procesos cognoscitivos

como la FC (Fuster, 2001), como la amigdala basolateral, que participa en tareas de
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discriminacion olfativa han sido relacionadas con la adquisicién de la DSO. (Hess, Gall,
Granger, & Lynch, 1997; Schoenbaum, Chiba, & Gallagher, 1999). Estas dos regiones
fueron analizadas con la técnica inmunohistoquimica de c-Fos 90 min. Después del Gltimo
ensayo de la sesion de adquisicion y de la retencion a las 24 horas de la DSO (Hess et al.,
1997). En dos estudios, luego del analisis histologico se observo un incremento en la
expresion c-Fos en estas dos zonas cerebrales sélo después de la sesion de adquisicion
(Torras-Garcia et al., 2005; Tronel & Sara, 2002).

Por otra parte, la Hbl, nucleo que envia proyecciones a zonas ricas en DA como la
Sustancia nigra pars compacta y al area tegmental ventral (Herkenham & Nauta, 1979), y
que recibe aferencias de la PL ha sido relacionada con la retencion de DSO. Tronel y Sara
(2002), observaron un aumento de la proteina c-Fos en esta zona diencefélica, solo en los
sujetos que realizaron un pseudo-entrenamiento (un ensayo con refuerzo) 24 horas después
de la sesion de aprendizaje. Los autores proponen que posiblemente el papel de Hbl sea el
de optimizar el balance entre la DA y NA después de la reactivacion, para ayudar

posteriormente al proceso de consolidacion de la memoria.

Metodologia

Sujetos

Para la realizacion de este experimento se utilizaron 20 ratas macho de la cepa
Wistar con un peso promedio de 265 g, (desviacion estandar de 3.3 y rango de 69) al inicio
del experimento y edad de 8 a 9 semanas, proveniente del bioterio del Sector de Ciencias
Biologicas de la Universidad Federal de Parana. Durante todas las fases experimentales los
animales estuvieron en el estabulario bajo parametros controlados de temperatura (20-
24C°), humedad (40-70%) y bajo un ciclo de luz y oscuridad artificial de (12x12 horas). La
manipulacion experimental se realiz6 durante el periodo de luz. Tres dias antes de la
realizacion de la tarea DSO, los animales fueron sometidos a periodos de privacion de
alimento (dia2 a5y 18 a 22), con el fin de aumentar la motivacion al reforzador. En los

dias de pre-operatorio y de recuperacion los sujetos tuvieron acceso libre a comida y agua.

El control del estado de los sujetos en todas las fases de la investigacion,
especialmente después de la intervencion quirdrgica, se realizd mediante un protocolo de

supervision que establecid criterios para evitar el sufrimiento innecesario de los animales.



CORTEZA ILY PROCESOS COGNOSCITIVOS 24

El proyecto de investigacion cumplio con la normativa vigente planteada en la ley
AROUCA numero 11.794 del 8 de octubre del 2008 del ministerio de ciencia y tecnologia
de Brasil y la resolucion normativa del CONCEA (Consejo Nacional de Control de
Experimentacion Animal), con la aprobacion de la CEUA/BIO-UFPR (comision de ética
en el uso de animales experimentales del sector de ciencias bioldgicas de la Universidade
Federal do Parand) y de la legislacion colombiana (Ley 84 de 1989 y Resolucién No. 8430
de 1993 del Ministerio de Salud) sobre ética, cuidado y control de animales para fines

experimentales.

Disefio experimental o procedimiento
En la Tabla 1 se resumen las diferentes fases del experimento, que seran

explicadas en los siguientes apartados.

Tabla 1: Descripcién de procedimientos para cada una de las fases adquisicion y

reaprendizaje.

FASE
EXPERIMENTAL GRUPQOS
LESION VEHICULO
Separacion + Estabulacion en jaulas individuales, manipulacion de los animales

handling + privacion y 4 dias de privacion.

Habituacién al Entrenamiento a la ingesta de sacarosa y a la caja experimental (3
refuerzo sesiones, 1 diaria, de 15, 10 y 5 minutos respectivamente).

Periodo pre- Ingesta de comida ad libitum 3 dias previos a la cirugia

operatorio

Intervencion Lesion bilateral excitotdxica Infusion bilateral tampdn fosfato
extereotéaxica con NMDA 0,1 pl. (PBS) 0,1pl, concentracion de

Concentracion 0,5 gr x ul 0,06M, pH=7,4.



Recuperacion post-

cirugia
Privacion
Habituacion al
reforzador post-
cirugia
Adquisicion o

aprendizaje de la
DSO

Reaprendizaje a las
24 horas de la DSO

Prueba de percepcion
olfatoria

Histologia
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disuelto en un tampén fosfato
(PB), pH=7,4.
Coord. AP: +2,8 mm, L: £0.5 mm y DV:-5.1 mm con respecto a

bregma, inclinacion 5°

7 dias de ingesta de comida ad libitum

2 dias de privacion

Re-entrenamiento a la ingesta de sacarosa un dia antes del

entrenamiento DSO (5 minutos.)

5 Ensayos, tres aromas anis (0.3 ml), naranja (0.6 ml) y vainilla
(0.2 ml) impregnados en esponjas diferentes contenidas en
recipientes cuadrados de aluminio, para cada animal se selecciond
uno de los tres aromas donde se ubico el reforzador (sacarosa) en el
orificio ubicado en el centro de la esponja, el animal debi6 hacer la
asociacion entre el aroma seleccionado y el reforzador, se finaliza

el ensayo luego de gue la rata encuentra y come la sacarosa.

5 ensayos donde se cambia el aroma asociado al reforzador

establecido en la fase de aprendizaje.

1 sesion 48 horas después del test DSO

Tincion con Violeta de Cresilo

Analisis estadisticos
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Separacion, handling y privacion

En esta primera fase los animales se estabularon en jaulas individuales de material
plastico de tamafio (50x 40x20cm), provistas de un lecho de viruta y cubiertas con una tapa
de enrejado de acero inoxidable. El dia de separacion el sujeto se introdujo en la jaula sin
ninguna clase de manipulacion para que se adaptaran a su nuevo espacio fisico. A partir del
segundo dia, se continud con sesiones diarias de handling, para que los animales se
habitten a la manipulacién por parte del investigador. Cada una de estas sesiones tuvo una
duracion aproximada de 5 minutos por sujeto. Adicionalmente, se establecio un control de
peso diario; a partir del segundo dia se inicid la privacion de alimento y se mantuvo durante
4 dias, dando a cada animal aproximadamente un pellet y medio de su alimento habitual y
verificando diariamente su peso hasta que este llegara al 80% de su peso inicial, antes de

iniciar la siguiente pase del experimento.

Habituacion al refuerzo

Con el fin de que los sujetos se habituaran a la sacarosa, la cual se utiliz6 como
reforzadora en la DSO y a la caja experimental de la tarea, antes de la cirugia extereotaxica
se realizaron 3 sesiones de habituacion en 3 dias consecutivos. La habituacion al refuerzo
se realiz6 en una jaula de plastico de 50x 40x20cm, sin viruta, el animal permanecié en su
primera sesion un tiempo de 15 minutos, en la segunda sesién 10 minutos, y en la tercera
sesion 5 minutos. Los sujetos que se seleccionaron para continuar con el procedimiento
fueron aquellos que consumieron en su totalidad las 10 unidades de sacarosa en dos de los
tres ensayos. Inmediatamente después se introdujo al sujeto en la jaula experimental, una
caja de madera de 1 cm de grosor y area de 60x 60x40 cm con un suelo de acrilico. En la
caja se encontraban tres esponjas con un agujero en el centro (sin ningun olor impregnado
en las esponjas y sin reforzador), las esponjas estaban dentro de recipientes metalicos de
menor altura que las esponjas y ubicados en una posicion diferente dentro de la caja. Este
proceso se llevo a cabo en cada uno de los dias de habituacion durante dos minutos
aproximadamente. Una vez finalizadas las sesiones de habituacion los animales se
devolvieron al estabulario en su jaula habitual. Después de cirugia los sujetos fueron
nuevamente entrenados en una unica sesion de habituacion de 5 minutos, para descartar

posibles efectos de la intervencion sobre la motivacion a la ingesta del refuerzo.
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Periodo pre-operatorio
Con el fin de que los animales estuvieran en éptimas condiciones de salud para
soportar la intervencion esterotaxica, se establecieron 3 dias previos a la cirugia en los que

los animales tenian libre acceso a alimento y liquido.

Intervencion esterotaxica

La intervencion quirurgica se realizo siguiendo los procedimientos convencionales
de cirugiay se utiliz6 un microinyector digital (modelo 53311, Stoelting, USA) acoplado
a un aparato estereotéxico (modelo 51600, Stoelting, USA) con adaptador para ratas.
Previamente a la intervencion, los sujetos fueron distribuidos de forma aleatoria en los
siguientes grupos: lesion IL + DSO (n=10) y Vehiculo PBS + DSO (n=10). Todos los
animales fueron anestesiados mediante inyecciones intraperitoneales de tiopental. Antes de
realizar la incision cuténea, se aplicé un antiséptico topico y lidocaina. Durante toda la
intervencion, la temperatura corporal de los animales se mantuvo constante con una manta

térmica.

Se realizd una lesion bilateral excitotoxica con NMDA disuelto 0,5 M en un
tampdn PBS para el grupo lesién, con coordenadas de AP: +2,8 mm, L: £0.5 mmy DV: -
5.1mm con respecto a bregma, con una inclinacion de la aguja de 5° en todos los sujetos

incluidos dentro del experimento. Al grupo vehiculo se hizo una infusion bilateral de PBS.
Recuperacion post-cirugia

Inmediatamente después de que los animales recuperaron su movilidad al terminar
la cirugia, los sujetos fueron llevados a su caja habitual con viruta limpia, facil acceso a
agua y a alimento triturado, a partir del segundo dia se coloco los pellets de alimento
habitual y se dio libre acceso a agua y comida durante 7 dias posteriores a la intervencién
estereotaxica, durante este periodo de tiempo se observaban caracteristicas
comportamentales y el peso del animal, para descartar diferencias de comportamiento

producto de la intervencion.
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Habituacion al reforzador post cirugia

Luego de dos dias de privacion de alimento, se dio inicio a la habituacion al
reforzador post-cirugia, en un unico ensayo de 5 minutos de duracion, se ubico al animal en
una caja idéntica a la que ellos permanecian habitualmente sin viruta y con 10 pellets de
sacarosa, los animales debian consumir la totalidad de los pellets para continuar a la
siguiente fase del experimento, este procedimiento se realizo con el fin de descartar

neofobias o falta de motivacion por el consumo de la sacarosa.

Adquisicion o aprendizaje de la DSO

Para el aprendizaje de la DSO, se impregnaron tres esponjas como las utilizadas en
la habituacion a la caja experimental, con diferentes aromas: anis 0.3ml, naranja 0.6ml, y
vainilla 0.2ml. Cada esponja se ubicé en una esquina diferente de la jaula experimental.
Para cada sujeto, solo uno de los aromas fue asociado con la presencia de refuerzo en el
interior de la esponja. Los tres aromas utilizados en el experimento fueron reforzados de

manera balanceada entre los diferentes grupos experimentales a lo largo del estudio.

El animal aprendié a introducir el morro en el agujero de la esponja con el aroma
donde se encontrara el refuerzo. El entrenamiento se realiz6 en una Unica sesion de cinco
ensayos, separados por un intervalo de tiempo entre ensayos de 1 minuto. En cada uno de
los ensayos la ubicacion de los aromas fue cambiado con el objetivo de que el animal no se
guiard por pistas contextuales. Al inicio de cada ensayo se ubico al sujeto en la esquina que
no tenia la esponja como punto de partida. En el primer ensayo se colocaron, a modo de
pista, cuatro pellets de sacarosa, una en cada esquina de la esponja reforzada, para facilitar

la aproximacion del sujeto a la esponja con el aroma reforzado.

En los ensayos se registraron las tres respuestas importantes: el acierto, la omision y
el error, y fueron gravados con una camara de video Web Hd 720p 1280x720 Genius
Facecam 1020 1.3 Mp Usb. El ensayo se daba por terminado cada vez que el animal comia

el pellet de sacarosa.

Reaprendizaje a las 24 horas de la DSO
Un dia después de la adquisicion, se realizo la tarea DSO en una sesion de 5

ensayos, se registraron las mismas caracteristicas medidas en el entrenamiento inicial
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(latencia de respuesta, error de olor y omision). En esta sesion, las condiciones
experimentales fueron las mismas que las de la adquisicidn, exceptuando que desde el
primer ensayo, se introducira un cambio en el aroma que era reforzado en la fase de
adquisicion. Este tipo de aprendizaje reversible permitio evaluar procesos cognoscitivos
como el aprendizaje de respuestas instrumentales simples, el reaprendizaje, laFCy la

impulsividad.

Prueba de percepcion olfatoria

Para descartar posibles efectos de la lesion de la corteza IL sobre el sistema
olfatorio, al final del experimento (2 dias después de finalizar la DSO), los sujetos de cada
grupo experimental realizaron una prueba de percepcion olfatoria. En primer lugar se
habitud a los animales a comer galletas con sabor a mantequilla marca mimosa, colocando
un cuarto de galleta en sus jaulas durante una noche. Dos dias después se introdujo al sujeto
en una jaula con lecho de viruta, en la que se escondera un cuarto de galleta en una de las
esquinas, la ubicacion de la misma en 4 de las esquinas disponibles fue alternada
aleatoriamente en cada uno de los grupos. La prueba de olfato consistio en medir el tiempo
que la rata tarda en encontrar la galleta escondida bajo la viruta. La latencia de respuesta se
considerara como un indice de la capacidad olfativa del animal, un animal con capacidad

perceptiva olfatoria normal encuentra la galleta en un tiempo inferior a un minuto.

Histologia

Al finalizar el experimento a todos los sujetos, se le efectué una perfusién
intracardiaca bajo efectos de una sobredosis de tiopental sodico (barbitarico, elaborado por
farmaceutas del laboratorio del sistema nervioso central del departamento de posgrado en
farmacologia). Se utiliz6 perfusién por gravedad usando recipientes tubos de caucho y
jeringas, pasando inicialmente salina al 9% de concentracion y un pH de 7.0, con el fin de
retirar toda la sangre del cerebro y asi mejorar la visibilidad de las estructuras cerebrales,

para fijar el tejido nervioso se introdujo una solucién de paraformaldehido pH de 7.0.

Los cerebros fueron retirados del craneo de los animales, posteriormente fueron
almacenados en frascos llenos de paraformaldehido de manera individual y se guardaron en

un freezer, luego de dos dias se cambio el contenido de los frascos por una solucion de
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sacarosa al 9%, para dar una mejor fijacion de los tejidos y se hicieron cambios de esta

solucion por cuatro dias mas hasta el momento del corte del tejido en el criostato.

Luego de retirado el cerebro, fueron almacenados en frascos pequefios llenos de
paraformaldehido, después del segundo dia el cerebro fue almacenado en sacarosa y se

hicieron

Se obtuvieron secciones seriadas de tejido a 20 um de grosor mediante criostato
(Leica CM 3050 S). Se recogieron muestras coronales a la altura de la corteza IL.
Finalmente, se realizo el analisis histoldgico utilizando un microscopio optico (Leica
DM500B) equipado con cdmara (Leica EC3) que nos permitié tomar microfotografias para
evaluar el efecto de la infusion del NMDA y el PBS en el IL.

Andlisis Estadisticos

Los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SPSS 21 para
Windows. El andlisis estadistico se realizd mediante pruebas no paramétricas debido al
tamafo de la muestra, usando el estadistico prueba de Mann Whitney para muestras
independientes teniendo en cuenta las siguientes variables: independiente el tipo de grupo
(lesion Vs control-vehiculo) y fase de entrenamiento (adquisicion o aprendizaje y re-
entrenamiento o reaprendizaje), como variables dependientes se tomaron los datos de las
latencias para emitir la respuesta correcta y el total de errores y omisiones.
Adicionalmente, se analiz6 los resultados de la prueba de precepcion olfatoria de los sujetos
mediante el estadistico de Mann Whitney, en el cual la variable independiente fue el grupo

y la dependiente el tiempo para encontrar la galleta.

Consideraciones éticas y disposiciones legales vigentes

Durante la realizacién de este proyecto se cumplio las normas éticas y legales
exigidas para la investigacion con animales de laboratorio en Colombia (Ley 84 de 1989 y
Resolucion No. 8430 de 1993 del Ministerio de Salud). Se garantizo que los animales
tuvieran agua y comida ad libitum, con la excepcion de las fases privacion. Se respeto la
declaracion universal de los derechos de los animales proclamada por la liga internacional
de los derechos del animal, Ginebra, Suiza (1989) y los principios éticos de la

experimentacion animal enunciados por el International Council for Laboratory Animal
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Science (ICLAS), y la normativa planteada en la ley AROUCA nUmero 11.794 del 8 de
octubre del 2008 del ministerio de ciencia y tecnologia de Brasil, la resolucion normativa
del CONCEA (Consejo Nacional de Control de Experimentacion Animal), junto con la
aprobacion y regulacion de la CEUA/BIO-UFPR (comision de ética en el uso de animales

experimentales del sector de ciencias bioldgicas de la Universidade Federal do Parand).

Los farmacos seleccionados en este estudio, fueron utilizados mediante
procedimientos estdndar de bioseguridad (almacenaje y manipulacion de los productos
quimicos, uso de guantes y tapa bocas) y su manipulacion fue controlada de acuerdo con
los protocolos regulares del laboratorio del sistema nervioso central del area de posgrado en
farmacologia del sector de ciencias biologicas de la Universidad Federal de Parana. La
mayoria de los procedimientos realizados fueron totalmente inocuos y por tanto no
provocaron ninguna alteracion en el medio ambiente. Igualmente, el uso de fijadores para el
tejido cerebral asi como las diferentes sustancias quimicas utilizadas en los procedimientos
histoldgicos se manejaron segun las normas de bioseguridad vigentes. Se garantizo
igualmente que los investigadores y demas personal que tenga contacto con las condiciones
experimentales reunieron las exigencias de los organismos de control sanitario
(CEUA/BIO-UFPR).

Resultados

Procedimiento histoldgico

Dos observadores de forma independiente analizaron las microfotografias de los
tejidos coronales obtenidos en el estudio, estos evaluadores desconocian la ejecucién
conductual de los sujetos. El analisis mostré que la zona afectada por las infusiones
(NMDA) variaba desde la coordenada +2,60mm a la +3,10 aproximadamente, posterior a

Bregma, ver figura 2.
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Figura 2. Esquema comparativo entre el tejido neuronal de la corteza infralimbica (IL)
con y sin lesion. (A) seccion coronal de IL segun Paxinos y Watson, 1997. (B) micrografia
de seccion coronal del IL tefiido con violeta de Cresilo (coordenada +2,8 mm, L: £0.5 mm
y DV:-5.1 mm con respecto a bregma, inclinacion 5°). (C) ampliacién (10x) de IL control
vehiculo tefiido con violeta de Cresilo. (D) ampliacién (10x) de IL lesion con infusion de
NMDA tefiido con violeta de Cresilo.

Las micrografias de la Figura 3 B, C y D son cortes coronales a la altura de la
corteza IL. Los criterios usados para considerar como validos los animales del grupo lesion
fueron: a) pérdida de cuerpos neuronales en la zona de la corteza IL >25%, b) no afectacion
en areas circundantes al IL, ni presencia de dafio tisular a lo largo de la trayectoria de la
aguja Hamilton; algunas de las lesiones alcanzaron a lesionar menos del 10 % de la corteza
peduncular dorsal (DP) sin embargo, esta lesion no fue considerada como significativa, y ¢)
la lesion debia ser bilateral. Los sujetos que no cumplieron con estas condiciones
histoldgicas se excluyeron del andlisis estadistico. El criterio de inclusion del grupo
control vehiculo fue la observacion de la trayectoria de la aguja Hamilton y la ausencia de
pérdida de neuronas en la corteza IL u otro tipo de lesién tisular debida a la infusion de PB.
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Estado de los sujetos

Después del anélisis histolégico, la muestra final para el andlisis estadistico fue de
13 sujetos distribuidos en los siguientes grupos: control- vehiculo (6 sujetos) con un peso
promedio de 263 g y grupo lesion (7 sujetos), con un peso promedio medio de 265 g los

dos grupos al inicio del experimento tenian una edad de 8 a 9 semanas de vida.

La evolucion del peso en los diferentes grupos experimentales siguié una evolucion
similar, tal y como se observa en la figura 4, que fue variando en funcién de si los sujetos
estaban o no en fase de privacion. El peso minimo de los sujetos en la fase de privacion de
comida (pellets) fue de un 82% en relacion con su peso inicial.
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Figura 3. Evolucidn de los pesos de los sujetos a lo largo del experimento en
los diferentes grupos.

Resultados conductuales

Para el analisis estadistico se tomaron en cuenta tres variables dependientes, la
primera la latencia, entendida como el tiempo en que el animal encuentra y come el pellet
de sacarosa contenido en una esponja impregnada del aroma indicador del refuerzo, la
segunda los errores evidenciados cuando los animales introducian el morro en aromas no
reforzados y la tercera las omisiones, evaluadas cuando los animales se acercaban al aroma

reforzado y no consumian la sacarosa.
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Latencia

Segun los resultados de la prueba de Mann Whitney, se observo que en la fase de
entrenamiento del aprendizaje, los animales pertenecientes al grupo lesion demoraron méas
tiempo en adquirir la asociacion entre el reforzador y el aroma en los tres primeros ensayos
1: (P=0.000); ensayo 2: (P=0.022); ensayo 3: (P=0.022), comparado con el grupo control
vehiculo. En los ensayos 4 y 5 no se evidenciaron diferencias significativas entre los dos
grupos, ensayo 4: (P=0.295); ensayo 5: (P= 0.836), tal y como se observa en la figura 4
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Figura 4. Efectos en la latencia de respuesta correcta, tras lesion bilateral con NMDA
en la corteza IL, comparacién entre grupos (vehiculo y lesion), en la fase de
aprendizaje de la tarea de DSO.

Nota: ***= grado de significancia menor a 0.001 ** = grado de significancia menor a
0.05

En la fase de reaprendizaje, los sujetos del grupo control Vehiculo presentaron una
latencia mayor en el ensayo 1 en comparacion con el grupo lesion: (P=0.000); a partir del
segundo ensayo no se encuentras diferencias significativas entre los grupos: ensayos 2: (P=
0.138); ensayo 3: (P=0.101); ensayo 4: (P=0.051); ensayo 5: (P=0,445). (Ver figura b)
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Figura 5. Efectos en la latencia de respuesta correcta, tras lesion bilateral con
NMDA en la corteza IL, comparacién entre grupos (vehiculo y lesion), en la fase
de reaprendizaje de la tarea DSO.

ENSAYOS

Nota: ***= grado de significancia menor a 0.001

Errores

En la figura 6, se muestra el nimero de errores en la fase de aprendizaje, el analisis
para muestras independientes mediante la prueba Mann Whitney dio como resultado una
diferencia significativa entre grupos, los sujetos con lesion presentaron un mayor nimero
de errores en el primer ensayo comparado con el grupo vehiculo, (P=0.001); a partir del
segundo ensayo no se observaron diferencias entre grupos: ensayo 2: (P=0.138); ensayo 3:

(P=0.445); ensayo 4: (P=0,101) y ensayo 5: (P=0,445).
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Figura 6. Efectos de la inyeccién de NMDA en la corteza IL en el numero de
errores cometidos en una tarea de DSO, en la primera fase de entrenamiento.

A diferencia de los resultados de la fase de adquisicion en el reaprendizaje, se
observé que los sujetos del grupo vehiculo cometieron un mayor nimero de errores en el
ensayo 1: (P= 0.002); a partir del segundo ensayo no se evidenciaron diferencias
significativas (P= 0.534); ensayo 3: (P=0.731); ensayo 4: (P=0,731) y ensayo 5: (P=
0,445) (Ver figura 7).
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Figura 7. Efectos de la inyeccion de NMDA en la corteza IL en el nimero de
errores cometidos en una tarea de DSO, en la fase de reaprendizaje.
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Omisiones

Mediante la prueba de Mann Whitney se estimo la existencia de diferencias
significativas en el primer ensayo (P=0,001), en el nimero de omisiones entre los grupos
control vehiculo y lesion en la fase de aprendizaje (ver figura 8), a partir del segundo
ensayo no se encontraron diferencias entre grupos: ensayo 2 (P= 0.366); ensayo 3: (P=
0.234); ensayo 4: (P=0,731) y ensayo 5: (P=0,731).
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Figura 8. Efectos de la inyeccion de NMDA en la corteza IL en el nimero de
omisiones cometidos en una tarea de DSO, en la fase de aprendizaje.

En la fase de reaprendizaje no se evidenciaron diferencias entre los grupos lesion y
control vehiculo segtn lo observado en la grafica 9, ensayo 1 (P=0.445); ensayo 2 (P=
0.445); ensayo 3: (P=1.000); ensayo 4: (P=0,445) y ensayo 5: (P=1,000).
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Figura 9. Efectos de la inyeccion de NMDA en la corteza IL en el numero de
omisiones cometidas en una tarea de DSO, en la fase de reaprendizaje.

Resultado prueba de percepcion olfatoria
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Figura 10. Tiempo que emplea el animal para encontrar una galleta de chocolate cubierta
con aserrin, en su caja habitual.

Como se observa en la figura 10 segun el analisis mediante el estadistico Mann
Whitney no se encontraron diferencias significativas (P= 0.836) en la prueba de percepcion
olfatoria entre los grupos, lo sugiere que los resultados mencionados anteriormente no se
derivan de una deficiencia o alteracion a nivel senso-perceptual olfatoria como resultado de

la realizacion de la lesion en la corteza IL.
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Discusion

Este estudio se realizo con el fin de proporcionar una mejor compresion del
funcionamiento de la corteza infralimbica (IL), con relacion al aprendizaje y el
reaprendizaje de ratas Wistar usando un modelo de Discriminacion simple de olores (DSO),
adicionalmente se evaluaron otros procesos cognoscitivos como la flexibilidad cognoscitiva
(FC), la impulsividad y la atencion selectiva, dado que las caracteristicas de la tarea

permitieron su analisis.

Los resultados mas importantes del estudio, permiten afirmar que en la primera fase
de aprendizaje, la lesion con NMDA afect6 el rendimiento de los sujetos en comparacion al
grupo control, debido a que se evidencié un aumento de la latencia en los tres primeros
ensayos. Igualmente, se observé un mayor numero de errores y omisiones en el primer

ensayo de la primera fase de la DSO.

Sin embargo, en los dos Gltimos ensayos de la fase de aprendizaje, las ratas con
lesion consiguieron realizar la asociacion entre el aroma y el reforzador, mostrando un
comportamiento similar al que se observo en las ratas del grupo control vehiculo. Esto
sugiere que la corteza IL no afecto directamente el aprendizaje, puesto que los sujetos a
partir del segundo ensayo comenzaron a disminuir progresivamente en el tiempo que
demoraban para encontrar el reforzador, al igual que el nimero de errores y de omisiones

Ilegando a valores cercanos a cero.

Estudios con lesiones de las cortezas PL e IL, demuestran que la corteza IL
cumpliria una funcion relacionada con la seleccién de la estrategia correcta para encontrar
la solucion de un problema, mientras que la corteza PL estaria relacionada con el
mantenimiento de la estrategia seleccionada (Heidbreder & Groenewegen, 2003); teniendo
en cuenta este estudio, puede decirse que el déficit observado puede ser explicado porque la
lesion de la IL dificulto inicialmente la seleccion de una estrategia para la solucion de la
tarea. Sin embargo al final de la fase loa animales lograron hacer la asociacién entre el
aroma y el reforzador, lo cual indica que la IL no afecta el aprendizaje (Nelson, Cooper,
Thur, Marsden, & Cassaday, 2011; Ragozzino et al., 2003).
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En cuanto a la fase de reaprendizaje, se evidencid un aparente mejor desempefio de
las ratas pertenecientes al grupo lesion, puesto que fueron mas rapidas en encontrar el
cambio de aroma reforzado, cometiendo un nimero menor de errores y omisiones en el
primer ensayo comparado con el grupo control vehiculo; esto se podria explicar porque los
animales del grupo lesidon no necesitaron seleccionar otra estrategia diferente sino que
mantuvieron la que ya habian adquirido en la fase de aprendizaje, esto facilitado por la
corteza PL que se encontraba sin lesion, lo que posiblemente les permitié ser mas rapidas
en la accion de encontrar el reforzador en el aroma correcto (Heidbreder & Groenewegen,
2003).

Existen investigaciones que sugieren que las lesiones extensas en la CPFM
produce déficits en el reaprendizaje (Rhodes y Killcross, 2007). En un estudio donde se
realizaron lesiones en la CPFM usando NMDA mostré dificultades en el proceso de re-
aprendizaje en la tarea de discriminacion espacial. Los investigadores sugieren que la falta
de inhibicion de la respuesta adquirida en la fase de entrenamiento de una tarea de
discriminacion espacial, generd un mayor nimero de respuestas correctas (presionar la
barra cuando el estimulo indicador de refuerzo se encuentra en la posicién correcta) que
incremento la posibilidad de realizar la respuesta acertada para la solucion de la tarea,
dando como resultado un aparente mejor rendimiento en comparacion con los grupos
control, estos resultados son contrarios a los hallados en esta investigacion, en donde las
ratas del grupo lesién se desempefiaron de forma mas rapida adquiriendo con facilidad la
asociacion entre el reforzador y el nuevo aroma asociado, mas relacionado a una respuesta
impulsiva, que llevo a un mejor desempefio (Coutureau & Killcross, 2003; Salazar, White,
Lacroix, Feldon, & White, 2004). Debido a la sencillez de la tarea implementada para el
presente experimento, las ratas con lesion emitieron un menor nimero de errores y
omisiones lo cual descarta la presencia de impulsividad y confirma el aprendizaje de la

tarea segun los criterios para la DSO.

Por el contrario, en nuestro estudio las deficiencias encontradas se observaron en la
fase de aprendizaje, esto se puede explicar por el tipo de tarea utilizada, en los
experimentos anteriores, se usaron tareas donde el animal debia discriminar estimulos

espaciales o visuales, mientras que en la DSO el animal discrimino estimulos olfatorios,
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caracteristica que facilito el aprendizaje debido a que las ratas evolutivamente han
desarrollado mas el sentido del olfato (Burgos-Robles et al., 2013; Kesner, 2000); por tal
razén pueden tener mayor facilidad para desempefiarse mejor en tareas que involucran
estimulos olfativos, esto lo confirman estudios donde se uso una tarea de discriminacion de
olores en un laberinto (Ragozzino et al., 2003), en este experimento, las ratas con lesion
tienen un aparente mejor desempefio en la fase de re-aprendizaje cuando la tarea es sencilla.
Sin embargo, al generar dificultad en la tarea el animal est& obligado a seleccionar
estrategias diferentes lo que obstaculiza su desempefio en esta misma fase de reaprendizaje
(Bussey TJ, 1997; Ragozzino, 2007; Ragozzino et al., 2003), lo cual refuerza la hipotesis de
que el aparente mejor desempefio de los animales lesionados se debe al funcionamiento
que hace la corteza PL al mantener la estrategia seleccionada anteriormente por la corteza
IL.

Contrario a nuestros hallazgos, un experimento en el cual se produjo la inactivacion
de la CPFM usando muscimol, demostrd que esta zona cortical afecta el reaprendizaje en
tareas de discriminacion con claves visoespaciales. Sin embargo, la inactivacion no se
realiz6 de forma selectiva, sino en toda la CPFM (Shaw, Watson, Hallock, Cline, & Griffin,
2013), lo cual confirmaria que esta zona cortical, no afecta directamente el aprendizaje,
pero seria necesaria para la seleccion de estrategias y el mantenimiento de las mismas para
las tareas que requieren un reaprendizaje, teniendo en cuenta que es la corteza cingulada
anterior (AC) la encargada de evaluar y establecer asociaciones entre estimulos y
reforzadores, y que las cortezas PL e IL, participan en la escogencia y mantenimiento de

reglas generales y estrategias atencionales (W. Hoover & Vertes, 2007).

Otro resultado interesante de este estudio, es el obtenido con la realizacion de la
prueba de percepcion olfatoria, donde no se encontraron diferencias entre grupos,
indicando que todos los sujetos tenian la habilidad de discriminar y reconocer los olores.
Debido a que la corteza IL, cuenta con proyecciones eferentes con el bulbo olfatorio
(Vertes, 2006), al producir cambios en el circuito neuroanatémico, se podrian observar
déficits en la capacidad de discriminar olores, no obstante, nuestros resultados demuestran
que los efectos observados en la tarea de DSO, no fueron consecuencia de pérdida de la
capacidad de percibir olores.



CORTEZA ILY PROCESOS COGNOSCITIVOS 42

Esta zona cortical cuenta también con conexiones con el hipotalamo lateral y la
amigdala estructuras relacionadas con la motivacion y la ingesta de alimentos (Brown et al.,
2006; Kuipers et al., 2006), al lesionar la corteza IL se podrian haber alterado los niveles
motivacionales al reforzador sin embargo, tampoco se detect6 alguna disminucion en la
motivacion a la ingesta del reforzador puesto que luego de la cirugia se realizo una segunda
habituacion al reforzador donde se evidencid que los animales continuaban consumiendo la
sacarosa en la misma cantidad que la que consumian antes de ser operadas, cumpliendo asi
con el criterio de inclusion para el inicio del aprendizaje de la tarea de DSO ( la ingesta de

los 10 pellets de sacarosa).

Por otra parte, las caracteristicas cambiantes que se introdujeron a la DSO
permitieron identificar de manera indirecta posibles comportamientos impulsivos, bajo el
criterio de déficit en la capacidad de inhibir una conducta ya adquirida (dirigirse al mismo
aroma reforzado en la fase de adquisicidn durante el reaprendizaje). Sin embargo, los
resultados obtenidos muestran que el nimero de errores y omisiones en la fase de
reaprendizaje del grupo lesion fue significativamente menor en el primer ensayo
comparando con el grupo vehiculo, lo cual indica que no hay un aparente comportamiento

de impulsividad (Salazar et al., 2004).

Para resumir, la DSO, permiti6 observar procesos de aprendizaje de respuestas
instrumentales simples, mediante la asociacion de un Unico estimulo (el aroma) con un
reforzador (la sacarosa), el reaprendizaje, evaluado por la capacidad de adquirir una nueva
asociacion entre un aroma diferente al entrenado en la fase de aprendizaje y el reforzador,
adicionalmente se evalué la FC estudiando la capacidad que tienen los roedores para
identificar diferentes alternativas de respuesta ante una misma situacién. De estos procesos
cognoscitivos se pudo observar que el aprendizaje no se ve afectado por la lesién de la
corteza IL, pues los sujetos de todos los grupos adquirieron la asociacion correcta entre
aroma y reforzador, aunque se observaron deficits en la eleccion de la estrategia inicial para
dar solucién a la tarea. Con respecto al reaprendizaje, se evidenci6 un aparente mejor
rendimiento, el cual se explica por la funcién que ejerce la corteza PL ayudando a
mantener la estrategia implementada en la fase anterior, no se evidenciaron problemas en la

ejecucion debido a déficits en la percepcion olfatoria ni a la FC, puesto que siendo las
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cortezas IL y PL las mas importantes para el desarrollo de esta funcion ejecutiva, no se
observaron dificultades para adquirir nuevamente la asociacion entre el aromay el
reforzador cuando las condiciones del entorno cambiaron (Burgos-Robles et al., 2013;
Kesner, 2000; Salazar et al., 2004).

Conclusion y perspectivas a futuro

En conclusién, se puede decir que la corteza IL afectaria la habilidad inicial de
seleccionar estrategias que permiten establecer discriminaciones y asociaciones entre
estimulos olfativos y la presencia de estimulos reforzadores. En nuestro estudio no se
encontraron conductas relacionadas con comportamientos impulsivos, puesto que el
namero de errores y omisiones siempre fue menor, lo cual indica que el animal encontraba
el refuerzo por la asociacién realizada entre el estimulo y el reforzador, y no llegaba a la
respuesta por simple ensayo y error. La capacidad de aprendizaje no se vio perjudicada
pues a partir del 3 0 4 ensayo el animal lograba identificar que aroma era el que contenia el

refuerzo y cudles no, dirigiéndose al aroma correcto de inmediato.

Para continuar explorando la relacion que tiene la corteza IL con los procesos
cognoscitivos, se plantea para futuras investigaciones realizar la fase de aprendizaje pre-
cirugia y la fase de re-aprendizaje post-cirugia, con el fin de dilucidar mejor el papel de la
corteza IL en los procesos de reaprendizaje y seleccion de estrategias para la solucion de
problemas, igualmente se proyecta adicionar un grupo mas donde sea lesionada Gnicamente

la corteza PL, con el fin de aclarar el posible funcionamiento de estas dos zonas corticales.
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