Rev chil estud med (2002); 2 (2): 38 - 43

EFECTOS DE LA LIDOCAINA (LESION CORTICAL REVERSIBLE) SOBRE LOS ERRORES DE
MEMORIA DE CORTO Y LARGO PLAZO EN RATAS

JORGE BRICENO F.', ANA DIAZ F.!, ESTEBAN FUENTES G.!, DRA. TERESA PINTO H.2

EFFECTS OF LIDOCAINE USE ON SHORT AND LONG TERM MEMORY MISTAKES IN RATS

Background. Spatial memory in rats has been widely studied in Olton octagonal maze (OM) and Morris water
maze to investigate its structure in working and long term memory. Previous studies, with a non reversible
lesion, show the magnitude of the extrastriated-anteromedial visual cortex (EAVC) in long term memory
(LTM). Our goal is to elucidate, by means of reversible cortical lesion (lidocaina), this area’s function within
LTM and working memory (WM) using the modified (OM).

Methods. We trained n experimental group of 6 and a control group of 4 Hooded Machos rats in modified
OM during 20 sessions. We injected lidocaine in the experimental group with microdyalisis probes implanted
with stereotaxic surgery.

Results. Comparing WM and LTM mistakes under the effect of lidocaine, we found significant differences in
the experimental group only such as WM and LTM.

Conclusions. EAVC is relevant in both types of memory.
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INTRODUCCION

El comportamiento espacial de los
roedores en su medio natural, muestra que algunas
especies utilizan una estrategia de gana-cambia
(win shift) para obtener su alimento, es decir, no
vuelven al sitio donde se han alimentado
previamente. Este tipo de estrategia les permite
protegerse del medio, de los predadores, ahorrar
tiempo y energia.

Los hédbitos espaciales tienen gran
importancia biolégica para los seres vivos,
permiten encontrar la fuente de alimentacién y por
lo tanto aseguran su supervivencia. Es sabido que
los predadores esconden bajo tierra parte de la
presa y mas tarde pueden ubicar el lugar con
precisién. La posibilidades de lograrlo en el
ambiente natural, que es complejo y cambiante, no
seria posible usando claves proximales o
kinestésicas. Muchos autores coinciden en que es
necesario integrar sefiales distales en un mapa
representacional y cognitivo. En la ontogenia
aparecerian primero las estrategias con claves
proximales (egocéntricas) olfatorias, tactiles y
kinestésicas; y posteriormente las que utilizan
estimulos distales (alocéntricas) como las visuales

y auditivas. Las situaciones experimentales mas
usadas en el estudio de la memoria espacial han
sido los laberintos, especialmente el de Morris y el
de Olton.

*El laberinto octogonal de Olton (1, 2)
exige del animal para su solucién la estrategia
gana-cambia. El animal debe recorrer los ocho
brazos sin repetir ninguno. Todos los autores
coinciden que estd involucrada una memoria de
corta huella pues debe recordar las vias ya
recorridas y cuales les falta por recorrer. La huella
nmémica debe permanecer activa hasta terminar la
tarea, esta se demomina Memoria de Trabajo
(MT), que es un tipo de memoria de corta huella.
Posteriormente otros autores modificaron el
Laberinto Olton de 8 brazos por uno llamado de
Olton 4 x 4 (3). Este dltimo permite medir tanto la
Memoria de Corto (MCP) como la de Largo Plazo
(MLP) (4, 5).

En cuanto a las estructuras neurolégicas
involucradas, el hipocampo (5) y las dreas
corticales extraestriadas antero-medial (CVEAM)
son relevantes en los hébitos visuoespaciales y
tendrian un rol en la Memoria de Largo Plazo. En
este laboratorio se ha demostrado, que lesiones
irreversibles de CVEAM con 4cido iboténico, en
ratas experimentales en el Laberinto de Agua de
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Morris, provocarian en estas ratas, un déficit
significativo en la latencia para encontrar la
plataforma de escape (6).

Objetivos:

El papel de la corteza cerebral en
memoria de corto plazo en roedores ha sido
escasamente estudiado, por esto nos propusimos
investigar el rol que jugaria la corteza
extraestriada antero-medial tanto en la Memoria
de Corto plazo (MCP) como en la Memoria de
Largo plazo (MLP) en la resolucién de una tarea
visuoespacial, en el Laberinto Octogonal de Olton
Modificado (4 X 4). Se aplic6 localmente
lidocaina en CVEAM, (lesién reversible (3)),
tratando de confirmar nuestra hipétesis de que esta
drea juega un rol importante tanto en la MLP
como en la MCP.

MATERIAL Y METODO

Aparato:

Laberinto de Olton modificado (4 x 4)
(Figura 1), tiene una plataforma central octogonal
de 34 cm de didgmetro de la que salen 8 brazos,
con dimensiones de 71 cm de largo por 7,5 de
ancho cada uno. Los brazos en su extremo distal
presentan un depdsito circular para el alimento
(recompensa) que esta oculto a la vista de la rata.
El laberinto tiene una elevacién de 96 cm desde el
suelo (Figura 1).

Sujetos:

Se utilizaron 10 ratas Hooded (Long-
Evans) machos, entre 265-280 g, criadas en
vivero bajo un ciclo de luz-oscuridad invertido de
12:12 horas. Las ratas fueron deprivadas de
comida hasta tener el 95% de su peso inicial.

Se formaron 2 grupos: un grupo control
(n = 4) que fue operado pero no fue inyectado y
un grupo experimental (n = 6).

Training Phase

Figura 1. En la fase de entrenamiento (training phase), se bloquean 4 brazos al azar. Una vez dentro del laberinto la rata
debe explorar los 4 brazos restantes, y debe comer el alimento (refuerzo) que hay en su extremo distal. En la exploracion

la rata no debe entrar a un brazo ya visitado, esto constitu

ye un error en la MCP. Una vez terminada la tarea, la rata es

retirada. Luego de un delay (de 8 o 25 min), la rata es devuelta al laberinto ( test phase), esta vez sin bloqueos. En este
caso la rata debe explorar solo los brazos que anteriormente estaban bloqueados (estrategia win-shift), en los cuales hay
refuerzo. Si la rata vuelve a un brazo en el que ya habia estado en la fase de entrenamiento, se considera como error en la

MLP.

Cirugia Estereotixica:
Se realizé una pre-anestesia con 0,5 ml
de una solucién de hidrato de cloral 7% con el

objeto de ubicarlas adecuadamente en el equipo

estereotaxico de Knof; una vez posicionadas se les
administré Halotano 1,5-2%, durante todo el
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procedimiento. Luego se aplicé lidocaina 2%
sobre la piel. Se hizo una pequefa incisién en la
linea media del créneo, una vez expuesto el hueso
se determinaron las coordenadas del 4rea a canular
utilizando Bregma como punto de referencia. Los
parametros estereotéxicos fueron —4,2 mm eje AP,
+3,4 mm ML y 0,5 mm eje DV. Mediante una
pequefia perforacion en el craneo se tuvo acceso a
la duramadre. En ésta se hizo una incisién
langencial que permiti6 la implantacién de la
canula guia CMA/7, a una profundidad de 0,07
mm desde la duramadre. Estas se fijaron al crineo
por medio de cemento dental que se “anclé” a dos
tornillos, previamente instalados a cada lado del
Bregma, para evitar el desplazamiento de la
estructura.

Método de inyeccion:

Las sondas de microdialisis CMA/12 (cat
n° 8309561 marca CMA/microdiélisis AB) fueron
modificadas, cortando su porcién dializante para
transformarla en canula de inyeccién, ésta fue
introducida en la cinula guia (VCMA 17) 0,2 mm
mas alld de la punta.

En una sala vecina a la del entrenamiento
se inyecté 20 pgr de lidocaina en 0,5 pl de Ringer
bilateralmente, a una velocidad de 0,5 /30
segundos por medio de una Bomba de
microinyeccion CMA/100 n® 1 de Carnegic
Medicine antes de introducirlos al laberinto,
dejando posteriormente un tiempo minimo de 3
minutos antes de entrenar a la rata.

Postoperatorio y adaptacién:

La operaci6n fue seguida de un periodo
de recuperacion de 7 dias. Terminado éste, se
procedié a deprivarlas de alimento hasta alcanzar
el 95% de su peso original. Al llegar a este nivel,
se inicié el proceso de adaptacién, con el objeto
de que las ratas exploraran el laberinto y se dieran
cuenta que en el extremo de cada brazo habia
alimento.

Entrenamiento:

Este consiste en 20 sesiones
consecutivas, 1 diaria. Cada sesién consta de 2
elapas:

- Primera Etapa de entrenamiento: Se bloquea Ia
entrada de 4 brazos elegidos al azar y en los 4
brazos libres se coloca el alimento. Las ratas son
puestas dentro del laberinto por un periodo
méximo de 10 minutos. Si las ratas se comen el
alimento en los 4 brazos antes del tiempo méximo,
son sacadas del laberinto.

- Segunda Etapa de prueba o Test: Se quita el
bloqueo de los 4 brazos y se coloca el alimento en
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los brazos bloqueados en la etapa control. Las
ratas son puestas en el laberinto, esta vez no deben
visitar los cuatro brazos ya recorridos. El tiempo
que una rata puede permanecer en el laberinto es
de 10 minutos, concluido éste, 1a rata es retirada
aunque no haya completado la tarea.

Entre ambas etapas del entrenamiento
hay un retardo (delay) de 8 minutos, exceptuando
las dos dltimas sesiones que tuvieron un delay de
25 min,

Los errores cometidos por las ratas
pueden ser de 2 tipos:

- Error A o de MLP: Se produce cuando la rata
vuelve a entrar a un brazo en el que ya habia
comido en la primera etapa.

- Error B o de MCP: Se produce cuando durante el
test (segunda etapa), la rata entra a un brazo que
ya habia visitado.

El criterio de aprendizaje se definié como
el momento en que los errores promedio de las
ratas no sobrepasaban un error en la Etapa de Test.
El niimero total de sesiones depende por lo tanto,
del tiempo que demoren en alcanzar este
promedio, una vez alcanzado, se comprueba que
la rata realmente emplea MLP, para lo cual se
amplia el delay a 25 min.

Después de la primera etapa de
entrenamiento, especificamente en el "delay”, se
les inyect6 lidocaina a las ratas a través de las
canulas. Estas sesiones de inyeccion siguen a los
dias en que se ha inyectado suero, con el fin de
tener un grupo control que permita descartar los
posibles efectos del liquido inyectado y de las
manipulaciones.

Para analizar los resultados obtenidos, se
contabilizaron los errores de corto y largo plazo
comparando los dias con lidocaina versus el dia
previo con Ringer, los que se usaron para un
analisis estadistico no paramétrico (test U Mann-
Whitney), con un criterio de exclusién de p<0,05.

En las ratas del grupo control operado,
pero no inyectado, se realizé el mismo
procedimiento que con las experimentales, pero
estas se utilizardn solo para evaluar los efectos de
la cirugia e implantacién de cénulas, en el
comportamiento de las ratas.

Finalmente, después de sacrificar a las
ralas, se realizaron cortes histoldgicos del cerebro,
para controlar el lugar de implantacion de las
canulas.



RESULTADOS

Una vez terminado el entrenamiento, se
procedié a comparar los errores cometidos por el
Grupo Experimental de ratas en dos de las
sesiones con lidocaina, con respecto a los
cometidos el dia anterior y posterior a esta. Los
resultados (Figura 2A) evidencian un significativo
aumento de los errores que involucran tanto MCP
como MLP en los dias de inyeccion, con respecto
al dia anterior (Ringer) y al dia post-inyeccién.
Este estudio se hizo a nivel de la octava sesién
(Figura 2A) y en la dltima (Figura 2B), con
retardo de 8 min. y 25 min. respectivamente.

Para las ratas experimentales los
resultados de las sesiones con delay de 8 minutos
fueron de p = 0,016 para MCP y de p = 0,008 para

MLP; y los de las sesiones con delay de 25
minutos fueron de p = 0,016 para MCP y de p =
0,048 para MLP.

En la figura 2C se muestra el
comportamiento del grupo control operado y no
inyectado en los mismos dias en que se evalu6 el
efecto de la lidocaina en el comportamiento del
grupo  experimental. No hay cambios
significativos en los errores de MLP, pero se ve
un descenso progresivo de los errores de corto
plazo.

La dltima sesién de entrenamiento se
realizé con un delay de 25 min. con el propésito
de comprobar que los sujetos realmente estaban
ocupando MLP en la solucion de la tarea (Figuras
2B y 2D), esta arrojé resultados positivos,
confirmando la utilizacién de esta.
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Figura 2. Efectos de la lidocaina sobre los errores de MCP y MLP. En la parte superior se muestra el comportamiento de
las ratas experimentales en dos etapas del entrenamiento. En A y B se compara el promedio de errores de MCP l y MLP
B en tres dias consecutivos: ringer — lidocaina — dia después de la inyeccién con lidocaina, con un retardo de 8 min. en A
¥ 25 min. en B. En esta dltima, aparecen s6lo dos dias: ringer y lidocaina. En las gréficos inferiores, C y D, se muestra el
comportamiento del grupo control operado pero no inyectado, en las sesiones de los dias correspondientes a la de los
grupos experimentales representados en A y B. Notese el descenso progresivo en los errores MCP en los graficos Cy D.
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DISCUSION

En  nuestro estudio, inhibiciones
transientes bilaterales con lidocaina en la CVEAM
mostraron el rol de esta drea en la resolucién de
tareas que involucraban memorias tanto de corto
como largo plazo. Esto constituye un hallazgo, ya
que se habia considerado que la resolucién de
tareas que involucraban MCP dependia
fundamentalmente del 16bulo frontal y estructuras
subcorticales (3). En estudios realizados en este
laboratorio en los cuales se lesionaba esta 4rea en
forma irreversible con icido iboténico, no se
encontraron cambios significativos en los errores
que cometian las ratas dentro del laberinto
(comunicacién personal T.P.). Con respecto a la
influencia de la CVEAM en la MLP, nuestros
resultados concuerdan con los de los trabajos
realizados en el laberinto de Morris (6),
ratificando la importancia de esta drea en el
procesamiento de las sefiales visuoespaciales
distales, involucradas en la resoluciéon de tareas
que requerian MLP. Este hallazgo plantea una
serie de incdgnitas acerca de la interaccién de las
estructuras  cognitivas  involucrados en la
resolucién de este tipo de tareas. Una de éstas es
por ejemplo, conocer si la memoria de corto plazo
estaria siendo “corticalizada” por la de Largo
plazo, cuando ambas actian de manera
combinada. O bien, que otros circuitos neurales
alternativos estarian involucrados en situaciones
en que no hay experiencia previa.

El grupo control operado nos proveyé de

informacién acerca de la influencia que podria
tener la operacion realizada en el aprendizaje, este
grupo control muestra que la operacién no tuvo un
efecto observable, ya que las ratas a medida de
que progresaba el entrenamiento disminuian el
niimero de errores cometidos.
Pese a que el estudio estadistico mostré que los
resultados  son significativos, dificultades
experimentales, como la exactitud de Ia
canulacién y la permanencia de estas, sugieren
que el n de sujetos para proximas
experimentaciones debe ser mayor.

Sin embargo, consideramos que el tema
no esta agotado y que futuras investigaciones
podrian, dilucidar c¢6mo y cuando la CVEAM se
involucra en memoria de corto plazo.
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RESUMEN

Antecedentes. La memoria espacial en ratas ha
sido ampliamente estudiada en el laberinto
octogonal de Olton (LO) y el de agua de Morris,
10 que ha permitido conocer mejor la estructura de
esta, tanto en la de trabajo (MT) como en la de
largo plazo (MLP). Estudios previos, mediante
lesion no reversible, demuestran la importancia de
la  Corteza visual extraestriada-anteromedial
(CVEAM) en MLP (5). Nos propusimos dilucidar
mediante lesiones  corticales  reversibles
(lidocaina), la funcién de esta area en la MLP y
MT empleando el LO modificado (4x4)
Meétodos. Se entren6 un grupo experimental (n=6)
y uno control (n=4), de ratas Hooded Machos, en
LO modificado (4 X 4), durante 20 sesiones. Se
inyecté lidocaina en el grupo experimental a
través de canulas de microdialisis implantadas
mediante cirugia estereotixica.

Resultados. Al comparar los errores de MT y
MLP bajo el efecto de lidocaina, se encontré
diferencias significativas s6lo en el grupo
experimental, tanto en MT como en MLP.
Conclusiones. La CVEAM es relevante en ambos
tipos de memoria.

Palabras claves: memoria, lidocaina, ratas, corteza
visual, laberinto octogonal.

BIBLIOGRAFIiA

1. OLTON DS, SAMUELSON R.J.
Remembrances of places past:  Spatial
memory in the rat. Journal of Experimental
Psychology: Animal Behavior Processes
1976; 2: 97-116.

2. OLTON DS. Characteristics of spatial
memory. En: Hulse S et al Cognitive
Processes in Animal Behavior. Honi g 1978.

3. FLORESCO S, SEAMANS J, PHILLIPS A.
Selective Roles for Hippocampal, Prefrontal
Cortical, and Ventral Striatal Circuits in
Radial-Arm Maze Tasks With or Without a
Delay. The Journal of Neuroscience 1997,
17(5): 1880-1890.

4. SEAMANS J, PHILLIPS A. Selective
Memory Impairments Produced by Transient
Lidocaine-Induced Lesions of Nucleus
Accumbens in Rats. Behavioral Neuroscience
1994; 108 (3): 456-468.



5.

O’KEEFE J, NADEL L. The hippocampus as
a cognitive map. Oxford University Press
1978.

ESPINOZA S, PINTO T, PASSING C,
CARRENO F, MARCHANT F, URZUA C.
Deficit in the Anteromedial Extrastriate
Cortex in Rats. Physiology & Behavior 1999;
66 (3); 493-496.

AGRADECIMIENTOS

Nuestros agradecimientos a la Dra. Teresa Pinto
quien nos dirigid, por su paciencia y dedicacién y
a su asistente €l Sr. Anibal Martinez. También
debemos nuestro agradecimiento a los doctores
Mario Herrera- Marschitz y Diego Bustamante
gracias a los cuales fue posible implantar las
canulas de microdialisis.

Correspondencia:
Jorge Bricefio F.

Jjacocobri@hotmail.com

43



