EXPERIMENTAL

EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE ESCOPOLAMINA
EN UNA TAREA DE RECONOCIMIENTO DE OBJETOS EN

Resumen

La escopolamina es un farmaco antagonista colinérgico de
los receptores muscarinicos M1, involucrados en la memoria
episodica, el control del movimiento y las emociones. A su
vez, el paradigma de reconocimiento de objetos expone que
los roedores tienden a dedicar mas tiempo de exploracion a
estimulos novedosos en suambiente que a los familiares (Torres
& cols, 2007). En este experimento se evalud el efecto de la
administracion de escopolamina en el reconocimiento de un
objeto familiar con una rata Wistar macho y su control (solucion
salina) en un campo abierto. Al término del experimento se
compararon las frecuencias y los promedios de duracién de
interaccion de los animales con los objetos; estas comparaciones
no arrojaron diferencias notables en la exploracion de uno u
otro sujeto en ninguna de las dos sesiones llevadas a cabo. Sin
embargo nuestros hallazgos mostraron un efecto notable del
farmaco en la sobreactivacion motora o hiperactividad de los
animales y no sobre la memoria episddica.
Palabras  clave:  escopolamina,  memoria @ episddica,
reconocimiento de objetos, campo abierto.
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La memoria episddica es una memoria autobiografica porque
le permite al individuo recobrar sucesos de su historia personal,
social y familiar que funciona dentro de un marco temporo-
espacial. Como parte de la memoria episddica se encuentran
la memoria retrégrada, que almacena recuerdos de sucesos
ocurridos en el pasado y la memoria anterégrada que da
cuenta de acontecimientos nuevos o recientes (Vallejo, 2006).
La amnesia anterdgrada se define como la incapacidad de
retener sucesos proximos que ocurren tras el acontecimiento
causal de dicha amnesia (Vallejo, 2006). Este tipo de amnesia
consiste en un déficit de la capacidad de hacer asociaciones de
estimulos entre ellos, la relacidn entre un suceso, el tiempo y el
lugar en el que ocurrid, y el orden de ocurrencia. En la amnesia
anterdgrada se ve afectada la memoria episddica, lo cual tiene
efectos sobre los recuerdos de tipo biograficos del individuo.

Por su parte, la escopolamina es un farmaco antagonista
colinérgico de los receptores muscarinicos M1 (se une a ellos
y bloquea la accidon de la acetilcolina), involucrados en los
procesos de memoria, aprendizaje y control de conductas
motoras y emocionales, localizados principalmente en el
neocoértex e hipocampo, los cuales tienen un conocido efecto
amnésico sobre la memoria episéddica, dado que varios estudios
han demostrado que las tareas que requieren memoria de
trabajo mas que memoria de referencia son mas susceptibles a
los efectos del bloqueo colinérgico a nivel central (Santi & Weise,
1995). La escopolamina es un alcaloide extraido de plantas de
la familia de la solanacea como la Datura Arbodrea, la Atropa
mandragora o mandragora officinarum, la Hyoscyamus niger
(nombre comun: belefio) y la brugmansia; por esta composicidn,
es absorbida rapidamente en el tracto gastrointestinal, o en las
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Vias respiratorias, por lo cual su administracion puede darse por
via oral o dérmica (Acosta, Moreno, Uribe, Zamora; 2005) y al
ingresar al organismo, ejerce su efecto sedante y amnésico en
pocos minutos. La escopolamina es usada en pequefias dosis
para el tratamiento de trastornos en el sistema nervioso central
(Bustamante, Morales; 2003) pero en dosis altas, produce
pérdida del conocimiento y amnesia de tipo anterdgrada en la
cual a partir del momento del contacto con el farmaco, impide la
consolidacién de informacién asi como el deterioro progresivo
del estado de conciencia. (Delgado, Pardo, Roa, Uribe, 2006)
Por otra parte, la escopolamina actia como antagonista de las
sustancias estimulantes del sistema nervioso parasimpatico y
altera el almacenamiento (de la informacion en la memoria a
corto plazo, con una preservacion relativa de la recuperacion
de la memoria a largo plazo (Weiner , & Lipton., 2005). De
este modo, las personas{que han estado bajo los efectos
de la escopolamina manifiestan conducta de sumision
y posteriormente una alteracion de en la evocacion de
los recuerdos (Ardila-Ardila, Moreno, Ardila-Gémez, 2006)
A pesar de que los efectos de las drogas anticolinérgicas han
sido estudiadas con varias especies (humanos, chimpancés,
ratas, ratones, palomas) y en diferentes tareas como evitacion
pasiva/activa, alternacion  espontanea, laberinto radial,
igualacion a la muestra y tareas de discriminacion, (Santi & cols,
1995) no se encontraron freportes experimentales en el que
se observen los efectos de la escopolamina en el paradigma
de reconocimiento de objetos y por ello resulté interesante
plantear esta pregunta de. investigacion de esta manera.
Paralelamente, el Paradigma de la Memoria de Reconocimiento
de Objetos estd basado en estudios de la preferencia que
manifiestan los roedores por objetos novedosos (Torres & cols,
2007) y consiste en que la atencién a estimulos novedosos es
util para responder efectivamente a los cambios del ambiente y
produce un conflicto de tipo aproximacién-evitacion, relacionado
con lasupervivencia ensituaciones potencialmente amenazantes
(Powell, Geyer, Gallagher & Paulus, 2004). Este paradigma es un
modelo que ha permitido evaluar el tipo de memoria definida
como la capacidad para discriminar la familiaridad de las cosas
previamente encontradasen elambienteyquehasidoreconocida
por algunos autores como,un tipo de memoria episddica
(Cassaday & Rawlins, 1997; Mumby, 2001); esto dado que los
organismos son capaces de identificar relaciones estimulares,
espaciales y temporales con los que pueden establecer un
sistema integrado relacionado con un evento especifico (Torres,
Vargas, Munera, Lamprea, 2007). A su vez, el campo abierto es
un instrumento que ha sido utilizado por los investigadores en
la evaluacién de la memoria episddica y de trabajo no espacial
en ratas, por medio de la tarea de reconocimiento de objetos
(Lamprea, Loépez, Mora, Lépez, Munera, Lamprea, 2005).

En este sentido, Powell & cols. (2004) apoyan la hipdtesis de
que la preferencia por la novedad es un fenédmeno que implica
una tendencia no aprendida de los animales a explorar objetos
novedosos en comparacion con los objetos familiares (Garcia
Becerra, 2009), al mostrar que losroedores tiendenaaproximarse
a estimulos con los que no han tenido contacto, ya sea por cierto
grado de familiaridad con el objeto o con el experimentador,
exponiendo a sujetos experimentales a una serie de tres
ensayos en los cuales se reducia al maximo el contacto con
personal distinto al experimentador e introduciendo un objeto
novedoso en la ultima serie de ensayos. Con esto se concluyé
que la novedad es probablemente la caracteristica responsable
por la preferencia observada en el paradigma de reconocimiento
de objetos (Ennaceur, Michalikova, Bradford & Ahmed, 2005)

Adicionalmente, estudios previos con el paradigma de
reconocimientodeobjetoshanmostradoquelasratassoncapaces
dedistinguir de forma mas eficiente las diferencias de texturaalas
deforma,aunque nomuestranunapreferenciaintrinseca(Trujillo,
2006). Se sugiere con mas precisién que los cambios mostrados
en la segunda serie de presentacion de objetos en el campo
abierto se deben a la capacidad de los animales para diferenciar
objetos previamente conocidos de objetos novedosos, y no a las
caracteristicas intrinsecas de cada uno. (Torres & cols., 2009).

En un estudio sobre la interaccién entre escopolamina
y el extracto de Hygrophila tyttha - que actua a nivel del SNC
como ansiolitico, antidepresivo, anticonvulsionante e hipnético
(Lamprea & cols., 2009) en una prueba de memoria episddica
en ratas wistar, Lamprea & cols. (2009) encontraron que en la
segunda sesion de exploracion, los animales inyectados con
escopolamina antes de la primera sesion mostraron niveles de
exploracion significativamente mayores que los de los grupos
que no recibieron este farmaco, sugiriendo una incapacidad para
discriminar que el campo abierto ya habia sido explorado una
hora antes. A estos resultados, le agregaron que el antagonista
colinérgico muscarinico escopolamina produjo un déficit en
la habituacién de los animales al campo abierto (Lamprea N.,
Lépez J., Mora L., Lépez C., Munera A., Lamprea M., 2005).

Otra observacion cuidadosa del comportamiento de 16 ratas
tipo wistar durante la exploracién en campo abierto realizada
por Lamprea & cols (2009), mostré que los animales dedicaron
un porcentaje relativamente bajo del tiempo de las sesiones a la
exploracion de los objetos (inferior al 20% en ambas sesiones)
debido a la falta de una sesién de habituacién al instrumento
previa a la sesion de exploracion. De esto explicaron que la
situacion podria deberse al gran tamafio del campo abierto y
a la ausencia de una sesién de habituacion previa a la primera
sesion de exploracion. Del mismo modo, diferentes autores han
mostrado que la introduccion de una sesidon de habituacién
aumenta la probabilidad de exploracion de los objetos (Ennaceur
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& cols., 2005). Esto puede deberse a que el animal ya estaba
familiarizado con el instrumento por el principio de habituacion,
con el cual la disminucidén en la tendencia a responder de cierta
manera, o en este caso explorar el instrumento, se produce por
una o, varias exposiciones del sujeto alinstrumento (Domjan,
2007) y»por lo tanto el animal ya no tiende a explorar éste
sino los objetos que se encuentran en él. Ademas, el uso de
la sesion de habituacion, la cual se realiza para determinar
la esquina preferida del animal por medio de observacién y
tiempo de permanencia, determina la ubicacion de los objetos,
siendo localizados en las esquinas adyacentes a la esquina que
previamente se determind.como preferida por el animal. Esta
ubicacion de los objetos contribuye a determinar y atribuir la
exploracion del objeto al objeto ensiy no ala ubicacion del mismo

Objetos como piramides, cubos o esferas son utilizados como
estimulos en la Tarea de Reconocimiento'de Objetos (Kornum,
Thygesen, Nielsen, Knudsen, & Marie Lind, 2007) siendo la forma
del objeto es la particularidad que varia entre los estimulos de
una sesion a la otra. Sin embargo, es ya sabido que la forma de
exploracion de los roedores hacia su ambiente cercano.consiste
en el movimiento ritmico de sus barbas faciales, y que esta
exploracion les permiterecolectarinformacion deforma, tamafio,
localizacion textura del objeto (Carvell & Simons, 1990-1995;
Harvey, Bermejo, & Zeigler,2001; Sachdev, Sellien, & Ebner, 2001).

En este estudio se pretendia observar los efectos diferenciales
de la inyeccidn de escopolamina sobre la memoria episddica en
el desempefio en una tarea de reconocimiento de objetos, por
lo cual se evalud la exposicidn a la tarea (sesidn 1) de interaccion
con un objeto bajo los efectos de la escopolamina, se compard
con un control que ha sido inyectado con solucion salina, y
posteriormente la interaccidn con el objeto anteriormente
presentado o familiar y ademds con un objeto nuevo, sin la
previa administracién de un farmaco (sesion 2). Con ello se
esperaba que la interaccién del sujeto experimental con el
objeto familiar fuera mayor que la interaccién del control
con el mismo objeto, ya que como lo muestran Lamprea,
& cols. (2009), los animales tendrian que ser incapaces de
discriminar que el objeto 1 ya habia sido explorado una hora
antes. A su vez, esperabamos encontrar que los animales no
reconocieran los objetos con los que habia tenido interaccidn
previa debido al efecto de la administracion de escopolamina.

Método

Sujetos

Dos ratas wistar macho con pesos de 352-355 gramos
provenientes del Bioterio Central de la Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional de Colombia,
con edad de 10 semanas, alojadas juntas en cajas de acrilico, con
accesoaaguay alimento ad libitum durante todo el experimento.

Instrumentos

Se utilizd un campo abierto de acrilico negro compuesto por
una plataforma cuadrada de 60cm de lado rodeada por paredes
de 60cm de alto; tres objetos; dos piramides y un prisma (objeto
novedoso), todos de acrilico negro y textura lisa, las pirdmides
con base cuadrada de 16.5 cm cada lado, 16 cm de arista y
13 cm de altura, con textura lisa y el prisma con una base
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rectangular de 13.6 cm x 6 cm. Los objetos se colocaron a una distancia
de 5 cm del vértice en dos esquinas del campo. Una videocamara
colocada encima del campo abierto y acoplada a un monitor de
television permitié la grabacion en video del comportamiento que fue
posteriormente registrado con por medio del software XPlo-Rat 3.3.

Figura 1. Ubicacion de los objetos en la sesion 1.

Figura 2. Ubicacion de los objetos en la sesion 2.

Procedimiento
Disefio experimental
Tabla 1. Disefio experimental para los ensayos de la tarea de
reconocimiento de objetos.

Sesion 1 Sednl
Interaccion con 2 objetos  Interaccion con 2 objetos: novedoso
ignales y fanndliar
Sujeto]l  Habituacén  Solucidn salina (0.9% NaCl, Sin farmaco
Control i)
Sujeto?  Habifuaadn 0.3 mgfkg Escopolaming 1p. Sin farmaco

Las sesiones se llevaron a cabo en un periodo de dos dias. La prueba
estabadividida en unasesién de habituaciénialcampo abierto (Ennaceur
y cols, 2005), otra de interaccién con los objetos en el campo abierto
pero previamente expuestos a la sustancia/(sesion 1) y otra sesién de
interaccidn con los objetos en campo abierto (sesion 2). En la sesidon de
habituacién, los animales permanecieron en el campo abierto por 10
minutos (sin los objetos) y luego fueron llevados a su caja hogar. Luego
de un intervalo de 24 horas (Lamprea & cols, 2009), se le aplicé al
animal el farmaco o la solucién salina (para el sujeto control) y después
de 30 minutos se introdujo al campo abierto y se observo la interaccion
con las dos pirdmides (sesidn 1). Posterior a una hora (Lamprea & cols,
2009) cada animal fue expuesto simultaneamente a dos objetos (sesion
2), la piramide que tenia en la sesidn 1y unfobjeto novedoso (prisma),
para comparar la exploracion de los dos y asi determinar si realmente
hubo un reconocimiento del objeto que se presento en la sesion 1.
Estos fueron ubicados en las esquinas del campo abierto de acuerdo
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con la observacion realizada en la sesién de habituacién sobre
su preferencia de modo tal que la esquina preferida fue donde
no se ubicd ninguno de los objetos para evitar que el animal
sesgara su exploracion a dicha esquina. La exposicién en esta
sesion fue por 10 minutos. El campo abierto y los objetos eran
limpiados después de cada ensayo con una solucion de alcohol-
agua destilada en una concentracion de 10% para eliminar
rastros olfativos. Se evalud la frecuencia y el tiempo dedicado
por los animales a la interacciéon con cada uno de los objetos.

La interaccidon con los objetos se define como el toque
que el animal hace con las vibrisas sobre los mismos;
con ello se hizo un registro de frecuencias. Ademas, se
registro, el tiempo neto que gastaba el animal en cada
exploracion. de cada objeto en diferentes momentos.

Resultados

Paraelanalisisderesultadosse presentaron lasfrecuenciascon
las cuales los animales se aproximaron a cada objetoy el promedio
de la duracién de cada aproximacion de los animales con cadauno
de los objetos en diferentes momentos, ya que la preferencia por
uno u otro objeto estuvo determinada por el tiempo dedicado
a cada objeto (duracion) y la frecuencia de interaccién nos
arrojaba un dato que es mas preciso respecto a dicha preferencia.

En términos generales el sujeto al cual se le habia aplicado
escopolamina antes de la sesion 1 dedicd mayor tiempo a
la exploracion del objeto 1 en la sesidon 1 que su control, asi
como lo hizo con mayor frecuencia, lo que sugiere que se
encontraba muy inquieto durante la sesion experimental.
Por otra parte, el tiempo dedicado a la exploracion de los
objetos por parte del sujeto 2 fue menor a su control, pero
el nimero de interacciones con los dos objetos fue mayor.

Promedios Duracion Interaccion

2 Sujeto 2 Escopolanyina
18
16
14
12
1
08
06
04
0,2
o L8 !

Sesion 1 Objeto 2

B Sujeto 1 Control Salina

' I I

Sesion 2 Objeto familiar

Promedio duracion interacciéon

Sesion 1 objeto 1 Sesion 2 Objeto

Novedoso

Momentos Interacciones

Figura 3. Promedio de la duracién de las interacciones con
cada objeto en las dos sesiones.
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%0 Numero de Interacciones con objetos

Sujeto 2 Escopolamina M Sujeto 1 Control Salina

60
50

an

20
i I I
(4]

Sesién 2 Objeto
familiar
Momentos Interaccion

Numero de Interacciones

Sesién 2 Objeto
Novedosa

Sesion 1 objeto 1 Sesién 1 Objeto 2

Figura 4. Nimero de interacciones de cada sujeto con
objetos familiar y novedosos en cada sesion

Discusion

Inicialmente el objetivo de este estudio apuntaba a
observar si la administracion del fairmaco escopolamina tenia
efectos sobre el reconocimiento de un objeto familiar, es decir,
sobre la memoria episédica de tipo anterdgrada. Para ello,
comparamos los efectos de la administracion de escopolamina
en una rata con un sujeto control, dado que si este no estaba
bajo los efectos del farmaco reconoceria la inclusién de un
objeto novedoso en la segunda sesion teniendo un desempeiio
Optimo en la tarea. (Cassaday & Rawlins, 1997; Mumby, 2001).

No obstante, en divergencia con los resultados de la prueba
de memoria episddica en ratas Wistar, hecha por Lamprea & cols.
(2009)dondeencontraronqueenlasegundasesiondeexploracion
los animales inyectados con escopolamina antes de la primera
sesidon mostraron niveles de exploracion significativamente
mayores que los de los grupos que no recibieron este farmaco,
en este experimento el animal inyectado con escopolamina si
registro niveles mayores de exploracion que su control pero
el contraste), no fue un buen indicador de gran diferencia.

Asi mismo, la sobreactivacion del sujeto 2 en la primera
sesion se explica por un grado de evitacién del objeto 2. Esto
es considerado como,una variable no tenida en cuenta en el
experimento que pudo afectar la preferencia por el objeto 1.

Es importante precisar que al momento de discriminar entre
los objetos familiares de la sesién 1y el novedoso de la sesion 2,
no se utilizo criterio alguno para la,eliminacion de uno de los dos
objetos familiares, es decir, al momento del cambio de uno de los
objetos iguales, antes de iniciar la sesién 2 se eligié uno de los
objetos de forma aleatoria sin tener en cuenta la frecuencia de
interaccion de los sujetos durante la primera sesion y la relacion
de familiaridad posiblemente establecida con alguno de ellos.

Resulta interesante el hecho de que el sujeto 2 haya dedicado
menor tiempo de exploracién al objeto novedoso pero que haya
interactuado con él varias veces, ya que sugiere gue durante
la sesién tenia un alto nivel de activacion motora, provocada
posiblemente por la aplicacién de escopolamina que ocasiona
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