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Rescmen

Existen una gran cantidad de evidencias que implican al éxido nitrico (ON) en
los fenémenos de plasticidad neuronal, incluyendo el aprendizaje y la formacién de Ia
memoria. El cuerpo estriado es una estructura fundamental en la integracién del
aprendizaje de prevencion pasiva y se ha logrado identificar neuronas productoras de
ON con una gran densidad dendritica en este micleo. En el presente trabajo se
estudiaron los efectos del bloqueo de Ia sintetasa de ON del cuerpo estriado durante Ia
fase de consolidacion y evocacion de la tarea de prevencién pasiva. Se utilizaron ratas
macho de la cepa Wistar de 250 a 300 gramos de peso. Todos los sujetos fueron
implantados bilateralmente con canulas de acero inoxidable en el cuadrante
anterodorsal del cuerpo estriado. Se formaron grupos de 8-11 ratas y se entrenaron en
una tarea de preven;:ién pasiva en un solo ensayo, el cual consistio basicamente, en
evitar un compartimiento obscuro (de castigo) en el que recibieron un choque
eléctrico y permanecer en su compartimiento contiguo ¢ iluminado (de seguridad). En
el experimento 1 se administro metilester de L-Arginina (L-NAME), inhibidor
competitivo de la ON de sintetasa, en dosis de 0, 50, 100, 200 y 400 uM
inmediatamente después del entrenamiento. Se probo la capacidad de retencion de los
animales 24 horas mas tarde. Los resultados muestran que el L-NAME provoca un
efecto amnésico dependiente de la dosis alcanzando diferencias significativas a2 100
(p<0.05} y 200 uM (p<0.01). Debido a que se ha propuesto que la participacién del
ON se restringe a etapas iniciales de la consolidacion de la memoria, en el segundo
experimento se¢ analizé ¢l periodo post-entrenamiento critico dentro del cual
interviene este mensajero. Se administré una dosis amnésica efectiva de L-NAME
(200uM) a intervalos de 10, 20 y 30 minutos después de la adquisicion del
condicionamiento. Se encontré un profundo deterioro en la capacidad de retencion

(p<0.01), cuando se aplicd la droga 10 minutos post-adquisicién el cual disminuye



considerablemente a los 20 minutos y desaparece a los 30 minutos. Dado que la
participacion del ON en el aprendizaje y la memoria se ha correlacionado con el
fenémeno de potenciacion a largo plazo, las investigaciones sobre esta molécula se
han concentrado en las fases iniciales del aprendizaje (en relacion directa a la fase de
mantenimiento ¢ induccidn en la potenciacion a largo plazo), por lo que en la etapa de
evocacidn se ha relegado su papel y practicamente no existen reportes de que el ON
participe en esta etapa, por esta razon entrenamos y probamos a un grupo de ratas que
gjecutaran optimamente la prueba de prevencion pasiva; después de 48 horas del
entrenamiento inicial en una segunda retencién, se inyecté L-NAME (200uM) diez
minutos antes de la prueba, se continuaron las retenciones por dos sesiones mas. Los
resultados muestran que al administrar L-NAME produce efectos amnésicos (p<0.02)
que se revierten cuando el inhibidor de la ONS no esta presente en las siguientes
retenciones. Estos resultados sugieren que €l ON podria ser un mensajero quimico

necesario para la formacidn, consolidacion y evocacién de la memoria.



Abreviaturas:

EC Estimulo condicionado
Bl Estimulo incondicionado
RC Respuesta condicionada
RI Respuesta incondicionada
SNC Sistemna nervioso
central

Cz Cuerpo estriado

ON Oxido nitrico

GMPc  Monofosfato de guanosina

ciclica

td

FRDI Factor relajante derivado

del endotelio

ONS Oxido nitrico
sintetasa

L-NAME Metilester de la nitro-L-
arginina

L-Mearg L-N®metilarginina
7-Ni 7-nitroindazol

P2 Potenciacion a largo
plazo

DLP Depresion a largo
plazo

NPS Nitroprusiato de
sodio



INTRODIYCCICN

Un gran reto para las neurociencias es entender cémo el sistema nervioso
adquiere, almacena y utiliza la informacién. Con el establecimiento de la “doctrina
neuronal” por Santiago Ramon y Cajal (1906), la cual declara que el sistema nervioso
esta hecho de unidades discretas (neuronas), se propone que las redes neuronales no
son una continuidad ciotoplasmatica sino que se comunican unas con otras en Gniones
especializadas; en afios posteriores se comprobd claramente que las neuronas tanto en
organismos con una glia primitiva como en individuos con cerebros complejos son
esencialmente similares en su morfologia. A principios de siglo XX el fisidlogo
britanico Charles Sherrington acuiié el término “sinapsis” para referirse a las
interacciones estructurales y funcionales entre las neuronas en todo el sistema
nervioso (Sherrington 1906). En 1843 ¢l aleman Emil Du Bois-Reymond descubrié
que las corrientes eléctricas estan involucradas en la conduccion nerviosa; varias
generaciones después siguiendo los estudios de Edgar Adrian sobre las propiedades
eléctricas de las neuronas (Adrian 1932) los electrofisiologos tuvieron éxito en
descifrar los elementos del lenguaje de sefiales eléctricas usadas por las células
nerviosas para comunicarse e integrar la informacién. Ademas, los descubrimientos
de muchos farmacologos y bioquimicos Ilegaron a la conclusién de que las
substancias quimicas son usadas por las neuronas para la comunicacién y la
regulacion en diferentes partes del sistema nervioso y en diferentes organismos tal
como se habia demostrado con las corrientes eléctricas. En las ultimas dos décadas,
estudios de biclogia molecular y neuroquimica han confirmado que la universalidad
estructural y funcional de las neuronas es también universalmente molecular; esto es,
que las células nerviosas, sean localizadas en los ganglios de una sanguijuela o en
cerebelo de un gato, usan similares o idénticos tipos de mecanismos moleculares para

su desarrollo, mantenimiento y funcion. Para los propositos de la manipulacion de la



informacién, las neuronas emplean un lenguaje compuesto de sefiales eléctricas y
quimicas por lo que estos dos tipos de sefiales son interactivas e interdependientes.
Asi, cualquiera de los eventos externos que sean procesados por el sistema nervioso
son representados en el cerebro como patrones espacio-temporales de la actividad
neuronal y estos mismos patrones pueden ser responsables del cambio sindptico.
Estas ideas fueron refinadas en los afios cuarenta por Hebb (1949) quien propuso una
regla de plasticidad sindptica en donde el enlace de dos células nerviosas es fuerte si
ambas estan activas al mismo tiempo. Ademds, postula que el aprendizaje asociativo
puede estar basado en esta modificacién siniptica. Actualmente sabemos que la
plasticidad sindptica se expresa de muchas formas como la facilitacidon postsindptica,
y que la regla de Hebb solo puede ser aplicada en algunas formas de plasticidad. Sin
embargo, los conocimientos actuales sobre la actividad neuronal, conducen a que se
mantenga como idea central la modificacién sindptica, principalmente para la
comprension de fendmenos como la actividad-dependendiente del uso, €l aprendizaje,
y la memoria; estas ultimas funciones tienen gran importancia, ya que son
herramientas esenciales que han ayudado a los individuos a modificar sus conductas,
lo que les ha permitido adaptarse a los cambios que se presentan en su medio
ambiente. El éxito y la supervivencia de las especies dependen, al menos en parte, de

estos procesos.
APRENDIZAJE ¥ MEMORIA

Las observaciones conductuales demuestran claramente que el aprendizaje y la
memoria se presentan en muchas especies bajo diferentes circunstancias, desde
organismos procariotes muy primitivos como las bacterias quimiotacticas, pasando
por organismos unicelulares eucariotes, que muestran una modificacidn de su

conducta de acuerdo a las experiencias (Dudai 1989), hasta los mamiferos que
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presentan un complejo sistema nervioso. Por esta razén es dificil dar una definicién
precisa de lo que es ¢l aprendizaje y la memoria por lo que adoptaremos la definicion
siguiente:

El aprendizaje en los vertebrados es en primera instancia un proceso que
involucra al sistema nervioso central (SNC) y al sistema nervioso periférico, ¢l cual
se puede definir como la adquisicion de informacién, que se representa como una
modificacion a nivel sindptico y resulta en cambios en la conducta de los individuos;
estos cambios pueden scr de duracion variable y es resultado de la experiencia a la
que se ha expuesto previamente. La memoria es la representacion fisica de la
informacién aprendida, es decir los cambios plasticos a nivel sindptico (Dudai 1989).

Se ha clasificado al aprendizaje en diferentes tipos principalmiente
categorizados por su nivel de complejidad:

1. Aprendizaje simple o no asociativo. La habituacion y la sensibilizactén
son ejemplos de aprendizaje simple.

2. Aprendizaje complejo o asociativo. El condicionamiento clasico y
operante son ¢jemplos de aprendizajes complejos.

La habituacién es la forrna mas sencilla de aprendizaje, pues no requiere de la
adquisicion de nuevas respuestas, sino mas bien de la pérdida de las ya existentes. Un
animal cesa gradualmente de responder a estimulos que no tienen importancia, que
son irrelevantes para su supervivencia. Las curvas de habituacion a estimulos visuales
y tactiles son diferentes, resaltando que la disminucion de la respuesta no se debe a
fatiga muscular o circunstancias similares. La naturaleza de los procesos que rigen la
habituacién es obscura, pero debe ser una propiedad del SNC y no del érgano
sensorial. La habituacién se distingue de la fatiga y la adaptacion sensorial por su
persistencia relativamente larga. La habituacion desempefia un importante papel en el

desarrollo de los animales jovenes.



En la sensibilizacion, la presentacién de un estimulo fijo produce respuestas
similares, pero al aumentar sibitamente la intensidad de un solo estimulo la respuesta
producida se ve aumentada proporcionalmente y se mantiene ain cuando el estimulo
haya regresado a la intensidad inicial. El estimulo excluyente en la sensibilizacion es
fuerte o nocivo. La sensibilizacion entra en la clasificacion de no asociativo porque
no es resultado de asociaciones especificas entre estimulos distintos (como opuestos a
aprendizajes asociativos), ademads un estimulo sensibilizador aumenta la respuesta a
una variedad de estimulos. Desde un punto de vista conductual la deshabituacidn
puede ser considerada como un caso de sensibilizaciéon. Sin embargo los mecanismos
biolégicos que subyacen a la sensibilizacion y la habituacién no son necesariamente
los mismos. La sensibilizacion como la habituacién son conductas muy dispersas en
el reino animal. Este es un mecanismo primario, que incrementa la vigilia, la atencion
y disminuye el umbral de respuestas defensivas.

El condicionamiento clsico se establece apareando un estimulo neutro que
produce respuestas reflejas inespecificas (estimulo condicionado, EC) con un
estimulo que puede producir una respuesta refleja especifica (estimulo
incondicionado, EI); a la respuesta producida por EI se le llama respuesta
incondicionada (RI). Al hacer la asociacién entre los dos estimulos, la sola presencia
del EC se puede desencadenar la RI, que en esta situacién recibe el nombre de
respuesta condicionada (RC). A este tipo de condicionamiento también se le {lama
pavloviano debido a los experimentos clasicos de Ivan P. Pavlov (1905). En estos
trabajos de condicionamiento en perros se analizé el reflejo de salivacion. Se
colocaba alimento en polvo en la boca de un perro hambriento y éste secretaba saliva
que era colectada por un tubo insertado en el conducto salival con lo cual podia
medirse la saliva producida por el estimulo. Al colocar cantidades conocidas de carne
en polvo en la boca del animal, se media la secrecion de saliva producida en respuesta

a dicho estimulo. Pavlov asocid la came en polvo (EI) con el tintineo de un timbre.



Inicialmente el tintineo no causé respuesta, pero tras algunos apareamientos entre los
estimulos del timbre y la carne, comenzé a gotear saliva en el tubo cuando se hizo
sonar el timbre (EC) antes de que fuera presentada la came en polvo, a lo que Pavlov
llamé reflejo condicionado. Este tipo de reflejos condicionados es muy comiin
observarlos en muchas especies animales, desde lombrices de tierra hasta primates.
En el condicionamiento operante ( instrurnental o de ensayo y error), un acto en
particular es recompensado o castigado cuando se produce, aumentando o reduciendo
la probabilidad de que se repita. Una caracteristica central del condicionamiento
operante es el concepto de que el animal debe representar un papel en provocar la
respuesta que es recompensada o castigada. El modelo tipico de aprendizaje operante
fue desarrollado por B. F. Skinner: una rata presiona una barra en su jaula con la pata
delantera y es recompensada con alimento. Inicialmente la presion ejercida sobre la
barra se produce por casualidad, pero en pruebas sucesivas la rata aprende que
empujar la barra le proporciona alimento. La rata podria al principio presionar la
barra con la nariz o con la pata, pero el experimentador puede determinar cual de
estas conductas sera recompensada. Puede disponer la jaula experimental de tal modo
que la rata sea castigada con un choque eléctrico, si empuja la barra con otra parte del
cuerpo que no sea la pata. Asi el adiestramiento operante puede ser adiestramiento
recompensador (alimento) o adiestramiento de escape o evitacion (evitar la descarga

eléctrica).

ETAPAS DEL APRENDIZAJE

El aprendizaje puede ser dividido en varias etapas diferenciadas claramente una
de la otra: la primera es la adquisicion, en la cual se percibe, se procesa y asocia
nueva informacién. La etapa de consolidacién es propiamente la etapa en la que se

forma y se almacena la informacion adquirida que se representa en el sistema



nervioso mediante modificaciones en la red neuronal; estas modificaciones pueden
ser temporalmente variables y de eso depende probablemente la persistencia del
aprendizaje. Finalmente, la evocacidn es la fase en la cual se accede al engrama de

memoria almacenado y puede ser recuperado para la ejecucién conductual. (Figura

1).

tapas del Proceso de
Aprendizaje y Memorizacidn

ADQUISICION CONSOLIDACION EVOCACION

Figura 1. Etapas del aprendizaje. En la adquisicién se perciben procesan y asocian
los estimulos condicionados e incondicionados, formando una memeoria a corto plazo que
posteriormente se almacena y se ve representada en el SNC a partir de esta etapa se forma
la memoria a largo plazo. Una vez que la informacidén es almacenada se requiere tener
acceso y recobrar esta informacién ante la presentacién del estimulo condicionado, esta

fase se le conoce como evocacion.



CLASIFICACICN DE LA MEMORIA

En un principio, es necesario hacer una distincién entre el aprendizaje y la
memoria. La memoria es el resnltado del aprendizaje desafortunadamente es muy
comun utilizar ambos términos de como sinénimos, siendo que cada uno de ellos
implica procesos diferentes. El estudio de la memoria se a abordado desde diferentes
perspectivas resaltando, tal vez, el anilisis de los padecimientos que cursan con
deficiencias cognitivas y cuadros amnésicos para comprender como funciona la
memoria normal. Por principio, es necesario establecer que en la actualidad se acepta
que existen dos formas de almacenamiento de la memoria: la memoria a corto plazo y
la memoria a largo plazo. Existen evidencias (McGaugh 1966} que permiten afirmar
que el procesamiento inicial de la memona o la huella de la experiencia de
aprendizaje por si misma es libil y estd sujeta a la interferencia y un rapido
decaimiento. Esta forma de memoria se conoce como memoria de corto plazo y se
refiere a un sistema que retiene informacion temporalmente en un estado especial
mientras estd siendo incorporada o transferida a un almacén mis estable,
potencialmente permanente de memoria a largo plazo. La manipulacién experimental,
tal como la estimulacién eléctrica o farmacoldgica, alteran la memoria cuando son
aplicados inmediatamente después del aprendizaje, volviéndose menos efectivos con
el paso del tiempo hasta ser completamente inocuos después de varias horas, ya que
durante este periodo tiene lugar la consolidacién de la huella de memoria. Una
evidencia importante, desde el punto de vista clinico, lo aporté el casec H. M.
(Atkinson y Shiffrin 1968);, este paciente sufrid una cirugia localizada
anatémicamente en la regién temporal medial del cerebro lo cual provocé un cuadro
amnésico scvero de la memoria a corto plazo dejando practicamente intacta la
memoria a largo plazo. La misma distincién entre memoria de corto y largo plazo se

ha podido demostrar en muchas otras especies de vertebrados e invertebrados, La
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memoria de largo plazo se ha clasificado de acuerdo a la experiencia en
investigaciones con pacientes amnésicos que pueden ejecutar un tipo de prucbas de
memoria mientras que otras que es practicamente imposible que resuelvan. Asi, de
acuerdo a los datos clinicos (Squire 1986) se ba clasificado a la memoria en
“memoria declarativa” que implica tener conciencia de la informaciéon adquirida
recientemente. Este tipo de memoria parece estar seriamente alterada en pacientes
amnésicos, debido probablemente al dafio en alguna parte dentro del sistema
relacionado con el 16bulo temporal, sistema limbico y corteza frontal (Squire y Zola-
Morgan 1988). El aprendizaje que se encuentra intacto en este tipo de pacientes
amnésicos se le denomina “memoria de procedimiento” y refleja la adquisicion de
habilidades ya que la ejecucion puede mejorar normalmente sin ninguna participacién
de aprendizajes previos. El aprendizaje no declarativo se refiere a un conjunto de
habilidades de aprendizaje implicitas y multiples vias en paralelo con cambios
sindpticos en diferentes puntos del circuito que pueden regular diferentes aspectos de
la respuesta aprendida. La memoria no declarativa aparece tanto en vertebrados como
en invertebrados, la memoria declarativa puede estar bien desarrollada
particularmente en el cerebro de los vertebrados dependiendo tnicamente de
estructuras diencefélicas y limbicas ( Morris et al. 1988). Tulving ha propuesto una
subdivision de la memoria a largo plazo en semantica y episodica. La memoria
semantica refleja el conocimiento general del mundo y la memoria episédica
corresponde al almacenamiento de informacion acerca de los eventos experimentados

personalmente. Su clasificacion conserva la memoria de procedimiento. (Figura 2).
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Memoria

Declarativa e procedimiento
Episédica Seméntica Hzbilidades MHabituaciény Ceondicionamiento
(memoria de trabajo) (inemoria de referencia) Sensibilizacidon Clasico

Figura 2. Clasificacion de la memoria (modificado de Squire1986)

CUERPO ESTRIADD

Los ganglios basales estin constituidos por un grupo de nucleos subcorticales
interconectados que comprenden al telencéfalo, diencéfalo, y mesencéfalo (Albin et
al., 1989) Desde ¢l punto de vista anatémico, como su nombre implica, incluye las
estructuras situadas profundamente en los hemisferios cerebrales (el estriado, el globo
palido y la amigdala). El complejo estriato-padial achia conjuntamente con sus
nticleos relacionados: el micleo subtaldmico (conectado reciprocamente con el globo
pélido) y la substancia nigra (Graybel 1990).

El conjunto del putamen y el globo palido se le llama micleo lenticular y el
micleo caudado con el nicleo lenticular se le denomina cuerpo estriado (CE) (Crosby
et al. 1962). La terminologia mas comun es la que denomina neostriado al conjunto
del nucleo caudado y el putamen; el globo palido es denominado como paleoestriado.
Crosby et al. (1962) y Truex (1971), establecen que el término arquiestriado se

reserva para el complejo nuclear amigdalino al que no todos consideran un gangtio
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basal, ya que funcionalmente guarda relacién con el sistema olfatorio y limbico
principalmente.

La estructura efercnte primaria de los ganglios basales es el estriado. En
algunos mamiferos ¢l estriado es una sola estructura, pero en muchos casos este
consiste de dos porciones, el caudado medial y el putamen lateral dividido por células
de la cdpsula interna. Las principales vias eferentes de los ganglios basales son el
globo palido medial (interno) y la substancia nigra pars reticulata. En muchos
mamiferos estan separados por las fibras de los pedinculos cerebrales, pero contienen
neuronas citologicamente parecidas (Yelnik et al. 1987). Similares al micleo caudado
y al putamen, el globo palido medial y la substancia negra pars reticulata se pueden
considerar partes de un sistema neuronal unico, separados por un tracto de materia
blanca. En los felinos y roedores el homoélogo del globo palido medial interno es el
nucleo entopeduncular, el cual esta inmerso en las fibras de los tractos corticofugales.
También se ha demostrado que el globo palido interno en primates estd organizado en
una forma diferente a su homodlogo en la rata, el nicleo entopeduncular (Van der
Kooy y Carter 1981).

Las eferencias estriatales convergen en el globo palido externo e interno y se
contindan hacia la sustancia nigra pars reticulata (Loopjuit y Van der Kooy 1985). El
globo palido lateral da origen a una gran proyeccion hacia el micleo subtalamico.
Haber (1985) ha demostrado que el globo palido externo proyecta débilmente al
micleo reticular, el cual proyecta también débiimente a otros micleos talamicos pero
no a la corteza.

El nicleo subtalimico parecido al estriado, recibe una proyeccion
topograficamente organizada de la corteza cerebral (Carpenter 1981) y una entrada
gabaérgica prominente desde el globo palido (Carpenter et al. 1981). La proyeccién
del nicleo subtalamico al globo palido lateral puede ser un asa de retroalimentacion

negativa (Nauta et al. 1982). Este nicleo esta también conectado reciprocamente con
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¢l micleo pedinculo pontino y envia fibras eferentes menos prominentes al estriado y
la substancia nigra (Parent 1986). El estriado también proyecta a la substancia nigra
pars reticulata y a su vez recibe una proyeccién importante de la substancia nigra pars
compacta. El neurotransmisor clasico de las neuronas estniato-palidales y estriato-
nigrales es el GABA (Parent 1986). Sin embargo, las neuronas estriatales que
terminan en el globo palido externo también contienen encefalina, mientras que
aquellas que terminan en el globo palido interno estdn enriquecidas con substancia P
(Parent 1990). También se ha demostrado que las proyecciones del niicleo
subtalamico son excitadoras, posiblemente glutamatérgicas (Smith y Parent 1988). El
neurotransmisor de las neuronas de la substancia nigra pars compacta es la dopamina
y estas neuronas nigro-estriatales proyectan a los territorios estriatales asociativos
(cabeza del nicleo caudado) o al sensorimotor, los dos tercios caudales del putamen

(Parent et al. 1983).
NEURONAS DEL CUERPC ZSTRIADD

Ramén y Cajal (1911) dio un buen relato de la histologia del cuerpo estriado
del hombre visto con el método de Nissl: numerosas células pequefias (8-10 um)
esféricas o poligonales, con escaso y pobre citoplasma coloreado; células largas con
pocos granulos cromaticos; y raras neuronas gigantes, de forma estrellada con un
micleo largo y el citoplasma ocupado con granulos cromadticos.

De acuerdo con la nomenclatura usada actualmente, las ultimas observaciones
hechas sobre las neuronas intrinsecas del neoestriado las permite clasificar en:
neurona espinosa tipo 1 (mediana 1), mediana espinosa tipo II (mediana II), neurona
no espinosa tipo I, neurona espinosa tipo Il (grande 1), neurona no espinosa tipo 111

(mediana III) y la célula neurogliforme (pequeiia) (Di Figlia et al. 1976).
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El estriado contiene un pequeiic mimero de interneuronas. Las interneuronas
estriatales pueden ser clasificadas por identificacién histoquimica o
inmunohistoquimica del neurotransmisor o neuropéptido contenido en éstas. Se han
descrito interneuronas gabaérgicas no espinosas, las cuales tienen un gran campo
axonico (Bolam, et al. 1985), una pequefia poblacién de neuronas que contienen
substancia P, las cuales parecen ser intemeuronas (Bolam, et al. 1983), y las
interneuronas  estriatales (neuronas grandes espinosas) que contienen colina
acetiltranferasa (DiFligia, 1987). Otros grupos de interneuronas contienen tanto
somatostatina y neuropeptido Y (Vicent y Johansson, 1983).

El estriado esta compuesto primariamente de neuronas de proyeccién {(Grofova
1979). Estudios en ratas sugieren que las neuronas estriatales dan origen a extensas
proyecciones colaterales hacia ambos segmentos del globo palido y la substancia
nigra pars reticulata (Loopjuit y Va Der Kooy 1985).

Desde el punto de vista histolégico todas las aferencias desde el exterior al
estriado terminan en las partes mas distales del arbol dendritico y en particular sobre
Ias espinas dendriticas, mientras que las aferencias provinientes de interneuronas
(probablemente otras neuronas espinosas medianas) que conticnen substancia P y
GABA, terminan en las partes proximales del espacio dendritico y sobre el cuerpo
celular. Las aferencias desde las grandes interneuronas colinérgicas terminan en la
porcion intermedia (Smith y Bolam 1990).

No hay evidencia directa por marcacion anterdgrada desde la substancia nigra o
el drea tegmental ventral sobre las neuronas a las cuales proyectan esas aferencias
mesencefilicas en el estriado. Sin embargo, los anticuerpos contra la tirosina
hidroxilasa revelan botones catecolaminérgicos, los cuales dan fuertes evidencias de
que tales entradas terminan extensamente sobre neuronas espinosas de tamafio
mediano (estriato-nigrales) en la rata (Smith y Bolam 1990). Una de las principales

funciones de la dopamina en el estriado es regular el flujo de informacion de las
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neuronas que terminan en contactos asimétricos sobre las mismas espinas dendriticas.
Se ha demostrado que tales terminales se originan en dreas corticales, incluyendo la
neocorteza y el hipocampo (Freund et al. 1984). Actualmente, se postula inclusive
una interaccion glutamatérgica corticoestriatal y monoaminérgica en los ganglios
basales con fuertes implicaciones en al esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson
(Carlsson y Carlsson 1990).

Se puede concluir que el circuito estriatal incluye probablemente neuronas
espinosas de tamafio mediano (con alta densidad de espinas) que proyectan desde el
estriado y que reciben aferencias sobre sus espinas dendriticas desde la corteza y
aferencias sobre los espacios y espinas dendriticas distales desde terminales
dopaminérgicas. También existe una segunda clase de neuronas espinosas de tamafio
mediano con muy baja densidad de espinas (Pasik et al. 1979) que pueden formar
parte de otro circuito; este tipo de neuronas recibe aferencias sobre sus espacios
dendriticos desde el nucleo parafascicular del tilamo y puede también ser una
neurona de proyeccion y también recibir aferencias dopaminérgicas.

En resumen, el estriado es la estructura mas grande de los ganglios basales.
Este recibe proyecciones masivas desde la corteza cercbral, el talamo y la substancia
nigra y las menos prominentes desde el globo palido y el nicleo tegmental pedinculo
pontino, En cambio el estriado proyecta profusamente unicamente al globo palido y
la substancia nigra. Histologicamente el estriado esta compuesto de un gran nimero
de neuronas de proyeccion medianas espinosas y un pequefio nimero de
interneuronas de tamano grande y mediano (Carpenter 1981, Parent 1986).

El CE interactia con la corteza y los ganglios basales mediante un extenso
arreglo de neurotransmisores y neuromoduladores. Las mayores aferencias que recibe
el estriado provienen de la corteza y son glutamatérgicas. Ademas, el CE recibe
proyecciones posiblemente exitatorias de los ntcleos intralaminares del tilamo.

Aproximadamente el 36 % de las c€lulas que componen la poblacién neuronal en el
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estriado son de tamafio medio con dendritas cubiertas densamente con espinas
(neuronas espinosas medianas) y son invariablemente GABAGérgicas. También recibe
terminales dopaminérgicas, aunque en menor cantidad, de la corteza y del
hipocampo. La poblacién neuronal del CE incluye interneuronas tipificadas como no
espinosas medianas y gigantes no espinosas. Las gigantes no espinosas son
inmunoreactivas para la colin-acetil tranferasa, marcan el 2% del total de este micleo
y reciben aferencias dopaminérgicas de la substancia nigra. Otra clase de
interneuronas no espinosas medianas contienen neuropéptido Y y somatostatina; estas
neuronas también reciben aferencias corticales y dopaminérgicas de la substancia
nigra. Un tercer grupo celular consiste de interncuronas medianas a largas y con
dendritas no espinosas. Estas neuronas son inmunoreactivas para la glutamato
descarboxilasa lo que indica que utilizan GABA como neurotransmisor (Lovinger y
Tyler 1996).

Se han descrito varios circuitos en los ganglios basales; probablemente el mejor
caracterizado es el circuito sensori-motor, que inicia con proyecciones de las cortezas
somatosensorial, motora primaria, premotora, y la motora suplementaria hacia el
putamen ¢l cual envia nuevamente aferencias de regreso a la corteza por medio de
una serie de complejas interacciones con otras estructuras de los ganglios basales.
Este es el circuito clasico extrapiramidal para el refinamiento del movimiento
(Alexander et al. 1986). El circuito oculomotor se origina con proyecciones de la
corteza parietal posterior, de la corteza prefontral, y los campos oculares frontales al
micleo caudado y otros ganglios basales, que eventualmente provee de
retroalimentacion a la corteza. Los movimientos oculares son parcialmente
controlados por este circuito (Albin et al. 1990). El circuito de asociacion recibe
entradas de la corteza parietal posterior, premotora y la prefrontal dorsolateral. Las
conexiones aferentes proyectan a la cabeza del nicleo caudado que conecta con la

substancia nigra y los segmentos intermos del globo palido. Las vias aferentes
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proyectan a la corteza prefrontal dorsolateral por medio del micleo dorsomedial y
ventral anterior del tilamo. Este circuito parece cstar involucrado en algunos formas
de almacenamiento de informacién. El ultimo circuito, el limbico, incluye
proyecciones del estriado ventral y la cabeza del nucleo caudado hacia el palido
ventral, substancia nigra y segmentos internos del globo palido. Este circuito esta
también involucrado en el almacenamiento de informacion y funciones cognitivas

(Lovinger y Tyler 1996).

PARTICIPACISON DEL CUZRPC ESTRIADC EN  EL
APRENDIZAJI Y LA MEMORIA.

El CE se ha descrito como un centro importante en procesos integrativos como
lo son el aprendizaje y la memoria. En el humano se ha implicado al circuito estriatal
en la memoria implicita o de procedimiento (Mishkin 1987, Phillips y Carr 1987,
Knowlton 1996); sin embargo en pacientes con enfermedades degenerativas como el
Parkinson que afectan los ganglios basales muestran un deterioro en la memoria
declarativa (Buytenhuijs 1994). Los primeros trabajos que se avocan a estudiar el
papel del CE en la memoria, se realizan mediante la estimulacién eléctrica y la
ablacion permanente o transitoria por la inactivacion temporal por KCl en esta
estructura. En estos estudios se observd que dichas manipulaciones provocan un
efecto amnésico en tareas como la prevencion pasiva y el condicionamiento motor
(Chorover y Gross 1963; Wyres et al. 1968; Wyres y Deadwyler 1971). Divac
(1975)demostré que la lesion del CE producia los mismos efectos que la ablacién de
la corteza prefrontral en una tarea de memoria de trabajo; en trabajos posteriores, al
lesionar s6lo el cuerpo estriado con acido Kainico que afecta principalmente los
cuerpos neuronales sin daiiar a las fibras de paso, observaron que dicha lesién

deterioraba la memoria de trabajo, por lo que concluyé que la lesion del CE y no la
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interrupcion de las fibras de proyeccién de la corteza eran la causa de los detericros
encontrados (Kirkby 1978).

Prado-Alcald demostré que al bloquear la actividad neuronal del estriado
interferia con las etapas de consolidacién y retencién de respuestas instrumentales,
tanto de un sélo ensayo como de varios ensayos, como es €l caso de la tarea
denominada prevencidn pasiva, la cual se basa en la administraciéon de un choque
cléctrico de baja intensidad. Particularmente en esta prueba observa que al
administrar inyecciones de KCl y escopolamina (un antagonista colinérgico) en la
cabeza del micleo caudado se impide el aprendizaje y la consolidacion de la memoria
(Prado-Alcala 1980). Numerosos trabajos posteriores, en los que se investiga la
participacién de otros neurotransmisores en esta estructura han confirmado este
resultado; asi, la administracion intraestriatal de fairmacos anticolinérgicos provocan
amnesia, en tanto que agonistas de los receptores a ACh facilitan la adquisicion y
consolidacion de la memoria de prevencion pasiva (Quirarte et al. 1993, Cruz-
Morales et al. 1992, Solana y Prado-Alcald 1990, Giordano y Prado-Alcala 1986), o
la administracion de antagonistas GABAérgicos (Chavez et al. 1995 Cobos-Zapiain
et al. 1996), producen amnesia. Los autores concluyen que ¢! CE se encuentra

criticamente involucrado en la memoria de prevencién pasiva.

SXIDO NITRICO

El 6xido nitrico (ON) es una molécula gaseosa a la que se le ha implicado en
una gran cantidad de fendmenos biolégicos como mensajero quimico en la
comunicacion celular. Se la ha identificado como el factor relajante derivado del
endotelio el cual tiene un papel importante en diversos procesos fisiologicos, desde la
respuesta mediada por la activacion de los macréfagos en el sistema inmune, hasta la

sefializacién sindptica en el sistema nervioso central (Bruhwyler et al. 1993).
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La historia del ON es bastante peculiar y podriamos considerar que inicia con
el trabajo de Robert Furchgott y Zawadzki en 1980, en el que demuestra que al privar
a los vasos sanguineos de su endotelio no se produce su relajacion. El endotelio se
compone de una sola capa celular que recubre el interior de los vasos sanguineos,
encontrandose en contacto con la capa muscular. En experimentos posteriores
demostré que la acetilcolina actia sobre los receptores localizados en las células
endoteliales, esto provoca la liberacion de una molécula (hasta ese entonces
desconocida) que llega a la capa muscular adyacente y la relaja. Inmediatamente se le
nombro “factor relajante derivado del endotelio” (FRDE; Furchgott y Zawadzki
1980). Trabajos posteriores de Furchgott y Louis Ignarro resultaron en un
descubrimiento importante: demostraron que el FRDE estimula la formacion de
monofosfato de guanosina ciclica (GMPc) conocida por su acciéon como segundo
mensajero (Furchgott y Jothianandan 1991). No fue sino hasta 1986 que el grupo de
Salvador Moncada estimulé la liberacién de FRDE de células endoteliales y
registraron su efecto relajante sobre el musculo liso. Al mismo tiempo registraron la
cantidad de ON liberado por el endotelio. La cantidad liberada de ON por el endotelio
era suficiente para explicar la relajacion del musculo liso y por lo tanto llegaron a la
conclusion de que el ON y el FRDE eran la misma molécula (Moncada et al, 1986).
El primer indicio de que €l ON pudiera tener relevancia en el sistema nervioso central
lo obtiene Takeo Deguchi; é] observa que la sintesis de ON en el cerebro requiere de
arginina (Deguchi y Yushioka 1982 ). Por otra parte, el grupo de Salvador Moncada
en 1989 relaciond la presencia de arginina y la sintesis de ON con la formacién de
GMPc. El mismo descubrié que en preparaciones de tejido cerebral se producia la
sintesis de ON Moncada et al., 1989). Por la misma época Gartthwaite observé que al
estimular cultivos de tejido cerebral administrando glutamato obtenia una substancia
de vida muy corta que posteriormente se identifico como ON. Snyder en 1989, inicié

investigaciones sobre el ON y la transmision sindptica desarrollando una técnica la
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cual media la cantidad de ON indirectamente cuantificando la citrulina liberada.
Mediante esta técnica pudo observar que al estimular los receptores tipo NMDA
aumentaba de manera significativa y a una rapidez considerable (comparada con la
velocidad enzimatica) la produccion de ON. Moncada descubrio que para sintetizar
ON era necesario la presencia de calcio afiadiendo una pieza mas al rompecabezas, ya
que el idn calcio estd asociado a la calmodulina, que explicaba la relacion entre la
aplicacion de NMDA y el aumento de ON; siguiendo en esta linea, sus experimentos
se enfocaron en la localizacién de la 6xido nitrico sintetasa (ONS) en todo el cerebro.
Para el marcaje de las células productoras de ON se adaptd la téenica desarrollada
por Bollman y Pearse (1974), que tefiia ciertas neuronas de azul al unirse a la
NADPH; por ello se les dio el nombre de neuronas diafordsicas. Al investigar mds
estas neuronas, descubrieron que las tefiidas de azul, lo que en realidad marcaban era
la actividad de la ONS.

Se ha propuesto que el ON podria tener una funcidn de mensajero intracelular a
nivel local. Este mensajero en las células endoteliales y las neuronas es sintetizado a
partir de la L-arginina, de uno o de los dos nitrégenos del grupo terminal guanidino,
mediante la ONS; de manera similar, varios investigadores han descrito su actividad
en los macrofagos y probablemente en otras células fagocitosas (Bruhwyler et al.
1993).

El ON puede tener diversos origenes en el cerebro, ya que puede provenir de
células endoteliales de los capilares cerebrales, de la microglia por inmuno-
estimulacion, de diversas arterias ricamente inervadas por nervios vasodilatadores y
por la estimulacion de receptores a glutamato del tipo NMDA en las neuronas.

La ruta metabdlica principal de la arginina es el ciclo de la urea; en este
camino, a partir de la arginina y por medio de la arginasa, se produce ornitina, que a
su vez al integrarse a la carbamilfosfatasa tiene como producto a la citrulina; esta ruta

es muy conocida; sin embargo en el cerebro esta ausente la carbamilfosfatasa, que es
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la enzima limitante para la formacién de citrulina a partir de la ornitina y por cllo sc
propuso que ¢l ONS actia como un eslabdn para producir ON como un coproducto

de la sintesis de citrulina (Figura 3, Garthwaite 1991).
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Figura 3. Sintesis del 6xido nitrico (tomada de Garthwaite 1991)
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Esta actividad de la enzima puede ser bloqueada por derivados de la L-arginina
que actlan como inhibidores competitivos de la ONS como la L-N®-metilarginina (L-
Mearg), el 7-nitroindazol (7-NI) y el metilester de la nitro-L-aginina (L-NAME) entre
otros.

Se han descubierto varias isoformas de la ONS que se dividen en dos grupos:
uno dependiente de la enzima calcio-calmodulina; en este grupo se encuentran las
isoformas endotelial y neural (Figura 4). El otro grupo es independiente de calcio y es
activado por citoquinas (Marletta et al. 1988); este ultimo se encuentra en los
macrofagos donde su activacién estd determinada directamente por inmuno-

estimulacidn.
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Figura 4. Sintesis de ON y cofactores de la 6xido nitrico sintetasa

23



La ONS parece ser una enzima altamente regulada, ya que puede ser
fosforilada por cAMP-dependiente de proteina cinasa activada por cGMP en
concentraciones fisiologicas (Miiller 1996), proteina cinasa C, y calcio-calmodulina
dependiente de proteina cinasa II (Bredt y Snyder 1992). La activacién de las
isoformas neural de la ONS es dependiente de calcio; debido a que el calcio
citosdlico no es suficiente para la activacion de la ONS, los receptores a NMDA
juegan un papel importante para permitir una despolarizacién suficiente para
provocar la entrada de calcio y activar a la ONS. La relacidn entre la estimulacién de
los receptores a NMDA y la biosintesis de ON se ha demostrado ampliamente
(Garthwaite et al. 1988). El glutamato liberado de las terminales presinapticas actla
en dos tipos de receptores: NMDA y no-NMDA, Los receptores tipo NMDA estan
acoplados a un canal de sodio/potasio, y la activacion de estos provoca una entrada
importante de calcio, Se conoce que durante una estimulacién de baja frecuencia, los
receptores no-NMDA median mas rapidamente la excitacion sinaptica, ya que los
canales asociados a receptores NMDA son bloqueados por magnesio. Una
depolarizacién de larga duracion de la membrana permite remover el magnesio de los
canales asociados a los receptores a NMDA, dejando entrar una corriente de calcio
que active la ONS, dando como resultado la difusion de ON a través de la membrana
postsindptica y el espacio sinaptico para activar a la guanilato ciclasa en la neurona
presindptica (Figura 5, Garthwaite 1991). Aunado a esto Price et al. (1993) demostré
que las neuronas que expresaban mas receptores a NMDA cran las mismas que
expresaban la ONS, por lo que se ha propuesto al ON como mensajero retrégrado
debido a que difunde de la neurona postsinaptica hacia la neurona presindptica,
ademds de que no se almacena en vesiculas sinapticas, sino que se sintetiza de
acuerdo a la demanda metabolica (Bredt y Snyder 1992). En recientes trabajos se ha
demostrado que existen otros subtipos de receptores (colinérgicos), ademis de los de

glutamato que pueden activar a la ONS (Vincent y Hope 1992).
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Figura 5. Accién del ON sobre la neurona presindptica en respuesta a la activacién de los

receptores tipo NMDA

La vida media del ON es aiin desconocida pero la actividad de éste disminuye
al 50% en alrededor de cuatro segundos. Parece ser que este tiempo es suficiente para
que el ON difunda a través de la membrana postsinaptica a la presinaptica y active a
la guanilato ciclasa (Bruhwyler et al. 1993).

Para conocer la distribucion en el sistema nervioso central de la ONS se han
utilizado técnicas histoquimicas, mediante la cual se ha demostrado una dispersion
irregular de la enzima en todo el cerebro (Vincent y Kimura 1992); asi, tenemos una
abundancia de la enzima en el cerebelo y en el bulbo olfatorio, en los coliculos
superiores ¢ inferiores, en el giro dentado del hipocampo, en los islotes de Calleja, en
la banda diagonal de Broca y en las capas superficiales de la corteza. En esta tltima
representan el 1 o 2 % de las neuronas inmunoreactivas y en ef CE entre 5y 10 %. En
esta estructura, la ONS se encuentra dispersa tanto a los somas como en el neuropilo

de las neuronas espinosas medianas y grandes (Price et al. 1993). Es importante
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sefialar que a pesar de la poca abundancia de células productoras de ON en el CE, el
neuropilo de las mismas se encuentra sumamente ramificado, de tal suerte que se
supone que la mayor parte de las otras poblaciones neuronales de esta estructura se
encuentran inervadas por ellas o podian inervalas, lo cual es importante en las
funciones que se les han atribuido.

El ON se ha implicado en diversas funciones del sistema nervioso central. Se
ha sugerido que se encuentra involucrado neurotoxicamente en las enfermedades de
Alzheimer y de Huntington, asi como en los dafios incluidos por isquemia, entre
otras. Ademas de su participacién en estos procesos patologicos, el ON parece
desempeiiar un papel importante en los fenomenos de plasticidad sinaptica (neural)
como la potenciacién a largo plazo (PLP), la depresion a largo plazo (DLP), y en el
aprendizaje y la formacién de Ia memoria.

La PLP es un proceso bastante estudiado que consiste en el incremento de la
cficacia sinaptica, durante periodos prolongados (en €l orden de dias) observada
después de una breve estimulacion tztanica de la neurona presindptica, por lo que se
le ha propuesto como un modelo celular el aprendizaje. La produccién de ON en el
cerecbro y la PLP es inducida por eventos bioquimicos similares: la activacion de
receptores tipo NMDA y el incremento de los niveles intracelulares de calcio (Bliss y
Collingridge 1993 ).

La DLP en el cercbelo es un modelo de plast'icidad sinaptica en donde al
estimular en conjunto las fibras ascendentes y las fibras paralelas de las células de
Purkinje, evocan este fendmeno que consiste en una disminucion en la respuesta de la
neurona postsindptica. Este fendmeno se ha implicado como el mecanismo celular

para ciertas formas de aprendizaje motor (Ito 1989).
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PAPEL DEL ON EN LA ACTIVIDAD DEPENDIENTE DEL USO

Las neuronas del sistema nervioso central de los mamiferos son capaces de
cambiar los patrones de sus conexiones sinapticas. Esta plasticidad dependiente de la
actividad es un posible mecanismo por el cual los animales aprenden y recuerdan.
(Chapman et al. 1992). Evidencia reciente sugiere que el ON participa en procesos de
plasticidad sinéptica tanto en el cerebelo, donde se le involucra con la DLP de las
células de Purkinje como en el hipocampo, donde participa en la PLP (Yanigihara y
Kiondo 1996, O'Dell et al.1991).

Shibuki y Okada (1991) demostraron que a la liberacién de ON se presentaba
después-de la estimulacién de las fibras ascendentes y que se bloqueaba este efecto
con la administracién de un inhibidor de la ONS, la N®-monometil-L-arginina o con
un captador de ON , la hemoglobina. Sin embargo, ¢l donador de ON nitroprusiato de
sodio (NPS), o un inductor de la sintesis de ON, el cGMP, son capaces de sustituir al
ON para estimular las fibras ascendentes en la evocacion de la DLP (Bredt y Snyder
1992).

Al examinar la PLP en rebanadas hipocampales de Ia region CA1, Boheme et
al. (1993) encontraron que el inhibidor N“-nitro--L-arginina (0.1 uM) bloquea
completamente la PLP, revirtiendo este efecto con L-arginina, ademas, al administrar
nitroprusiate de sodio se produce un aumento considerable en la eficacia sindptica
independiente de la tetanizacion inducida de la PLP. QO'Dell, et al (1991), también
observaron que la PLP de CAl puede de ser inhibida mediante dos métodos: 1) la
nitro-arginina, la cual bloquea la PLP al ingresar en la célula postsindptica, y 2)
hemoglobina, que no es captada por las neuronas y probablemente una al ON que
difunde de la célula postsinaptica a ¢l espacio extracelular. Ellos mismos encontraron
que ¢l aumento espontineo de ON liberaba transmisores del cultivo de células

piramidales del hipocampo, lo que pone en evidencia que el ON puede servir como
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un factor retrogrado en la PLP. Sin embargo, no en todos los laboratorios se han
encontrado reducciones significativas de PLP en presencia de inhibidores de la ONS;
esto es, los niveles de potenciacion producidos, son moderados por un
condicionamiento de un soélo tren y esta potenciacion no es disminuida por los
inhibidores de la ONS aun en concentraciones altas (O'Dell et al. 1994). Resultados

similares se han observado en la DLP (Linden y Connor 1992).

PAPEL DEL ON EN EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

La relacién entre la produccion de ON con el aprendizaje y la memoria en
animales integros, fue demostrada por primera vez en los trabajos de Chapman et
al.,(1992) al administrar L-NAME, i.p., a ratas durante el entrenamiento en un
laberinto acuatico y durante €l condicicnamiento de la membrana nictitante en
conejos. El primero, es un aprendizaje complejo de tipo especial que involucra al
hipocampo, mientras que ¢l segundo, es un proceso elemental de asociacién en el
cual el cerebelo juega un importante papel. Las ratas y conejos recibieron L-NAME
durante los periodos de entrenamiento, mostrando un deterioro en la adquisicion. La
misma droga en la misma dosis no afectd la expresién de la memoria en otros
animales entrenados sin droga. Los autores concluyeron que el ON es importante para
la adquisicion de ambas formas de aprendizaje, en tanto que para la retencién no es
necesario. Holsher y Rose (1992) demostraron que la inyeccion de L-NAME antes de
la adquisicién de un condicionamiento aversivo en pollos, provocaba un efecto
amnésico, que podia revertirse mediante la administracion previa de dosis mayores de
L-arginina, la cual compite con el inhibidor. Ohno, et al.(1993), inyectaron
intrahipocampalmente L-NAME a ratas, 10 minutos antes de ser entrenadas en una
tarea de prevencion pasiva, encontrando un deterioro de la memoria en la prueba a la

que se sometian los sujetos. Huang y Lee (1995), reportaron que el ON juega un
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papel importante en el proceso de consolidacién en la prevencién pasiva. Encontraron
que al aplicar directamente NPS en el giro dentado del hipocampo se aumentaba la
capacidad de retencion. Esta es la primera evidencia, in vivo, de que un donador de
ON facilita la retencién. Sin embargo, en dosis altas el NPS induce un efecto opuesto
(Huang et al. 1995). Para apoyar estos hallazgos, administraron también un inhibidor
de ON, el L-Mearg logrando una disminucion en la retencidn que se contrarresta con
la coadministracion de L-arginina, precursor del ON. Finalmente, se han reportado
efectos significativos en un modelo de prevencion pasiva, al administrar un inhibidor
de la ONS en el hipocampo 10 minutos antes de la tarea o inmediatamente después de
estd, pero al aplicar el inhibidor 60 minutos post-entrenamiento no encontrd ningun
efecto (Bernabeu, ct al. 1995). Estos efectos conductuales coinciden con Ia cinética
de liberacion de ON en dicha estructura.

Robertson et al. (1995) presentd la primera evidencia de que el ON participa
también en el aprendizaje de invertebrados. Las inyecciones intramusculares del
inhibidor de la ONS bloquea el aprendizaje tactil en Octopus vulgaris. Los pulpos
controles aprendieron el paradigma tactil, pero ninguno de los ocho aprendio al
inhibir la enzima. Otra evidencia de que el ON es necesario en ¢l aprendizaje de
invertebrados lo presenta Jaffe y Blanco (1992). Utilizo grillos sedientos entrenados
para elegir un lado en un laberinto simétrico en “y” usando como reforzador el agua.
Estos insectos retienen el aprendizaje de la prueba por 24 horas. Al prepararlos en un
modelo de anoxia aplicada inmediatamente después produce amnesia retrograda.
Inyecciones de aminodcidos seleccionados y NMDA; o morfina; e inhibidores a
NMDA, ON y opioides antes del aprendizaje espacial en el laberinto espacial.alanina,
arginina, glutamina, morfina 0 NMDA antes del entrenamiento bloquean la accién
amnésica de la anoxia. La naloxona un antagonista opioide, bloque la formacién de la
memoria a largo plazo, pero no el aprendizaje mientras que la hemoglobina o el APV,

el ON y los antagonistas NMDA respectivamente, bloquean ambos procesos. El
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antiamnésico de la morfina o la arginina, pero no de la alanina o el NMDA fue
bloqueado por naloxona. Los resultados sugieren el involucramiento de los receptores
a NMDA y ¢l ON en el fendmeno de la LTP en la consolidacion de la memoria y el
aprendizaje, mientras que otros sistemas neuromodulatorios relacionados a la arginina
y receptores opioides, son solo involucrados en la consolidacién de la memoria.
Miiller 1996 demostré que el ON esta implicado en la plasticidad neural

remarcadamente en procesos de aprendizaje y memoria de las abejas.

JUSTIFICACION

La mayor parte de los trabajos citados se han centrado en el estudio de]l ON en
la fase de adquisicion del condicionamiento, ya que la evidencia indica que éste
parece tener mayor relevancia en los momentos iniciales de la formacion de la
memoria;, esto implica la adicién de grupos control para descartar efectos sobre
procesos no mnemoénicos que conciernen a Jla tarea y que pudieran afectar
indirectamente la memoria, como procesos preceptiales, motivacionales, atentivos,
cstresantes, motores, ctc. Esto sucede con todas aquellas tareas que requieren
mutltiples ensayos para su adquisicién (aprendizaje) tales como en la memoria de
trabajo (disciminacién de objetos Cobb et al. 1995), la resolucidén de laberintos, el
reflejo vestibulo-ocular en peces (Li et al 1995), el condicionamiento de la respuesta
de extension de la probdscide en abejas (Miiller 1996); lo mismo sucede en pruebas
de un solo ensayo cuando los tratamientos se administran antes del entrenamiento; tal
es el caso de los estudios hechos con pruebas de administracidén de choques eléctricos
como la prevencion pasiva (Fin et al. 1995, Bernabeu et al. 1995), o en la evitacion de
substancias aversivas (Hélscher y Rose 1993). Consecuentemente, en este estudio se

eligio una forma de aprendizaje de un solo ensayo de entrenamiento y los

30



tratamientos farmacolégicos se hicieron después de éstc. De tal manera, en el

presente trabajo se plantea lo siguiente.

OBJETIVQO

Evalvar el pape! del oxido nitrico en el cuerpo estriade durante los
procesos de consolidacién y evocacién en la memoria de prevencién pasiva de la
rata, mediante lz administraciér in sitw de nitro-L-arginina-metilester {L-

NAME).

BPOTESIS.

§i el 6xido nitrico procucido en el cuerpo estriado es un elemento esencial
para Iz formacién y evocaciéon de ia memeoria de prevencion pasiva; al bloquear
su formacién por la inactivacién de la 6xido nitrico sintetasa, se observarf un

déficit en Ia ejecucion de la prueba.

MATZERIAL Y METODO

Sujetos
Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar de 300 a 350 gramos del bioterio
de la Facultad de Medicina, UNAM; los animales fueron alojados individualmente en

cajas de acrilico con libre acceso a comida y agua.

Cirugia
Se anestesiaron con ketamina 100 mg/kg., y se implantaron cdnulas bilaterales

de acero inoxidable (calibre 23) utilizando un estereotaxico “Stoelting™ mediante las
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técnicas estereotaxicas convencionales, dirigidas al cuadrante anterodorsal del cuerpo
estriado ( A-P= 0.0 L= 13 DV= 4.5, de acuerdo con ¢l atlas estereotaxico de Paxinos
y Watson, 1982) fijandolas al craneo con un tornillo de acero inoxidable y acrilico
dental. Los sujetos se inyectaron con antibidtico y s¢ mantuvieron en recuperacion

por un periodo de siete dias después de la operacién.

Medeio de prevencion pasiva
Aparatos

Se utiliz6é una camara de condicionamiento dividida en dos compartimentos del
mismo tamaiio ( 30 x 30 x 30 cm ) construida de madera; dichos compartimentos se
encuentran separados por una puerta deslizable. Las tapaderas de los compartimentos
y la puerta es de acrilico anaranjado transparente. Uno de los compartimentos (de
seguridad), estd iluminado con un foco de 15 watts, su piso estd formado por barras
de acero inoxidable. E! piso del compartimiento obscuro (de castigo) estd compuesto
por dos placas de acero inoxidable conectadas a un generador de choques eléctricos
(LVE / BRS modelo PG-901); cada placa se contintia en forma de “v” con las paredes
del compartimiento, lo cual permite que los sujetos se encuentren en contacto con
ellas todo el tiempo y pueda recibir ¢l choque eléctrico. La camara de
condicionamiento se localiza dentro de un cuarto oscuro y sonoamortiguado provisto

de ruido de fondo.

Precedimiento
Entrenamiento y Prueba
Durante la iunica sesion de entrenamiento o de adquisicién, cada sujeto se
introdujo al compartimiento iluminado durante diez segundos; transcurrido este
tiempo se abrid la puerta y se midid el tiempo que tardaba en cruzar al

compartimiento de castigo (latencia de adquisicion). En ese momento se cerro la
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pucrta y se aplicé un choque de 2.5 mA durante cinco segundos inescapables.
Posteriormente, se abrié la puerta y se registro el tiempo que tardé en regresar al
compartimiento iluminado (latencia de escape), en donde se mantuvo al sujeto
durante treinta segundos mds para después ser retirado y devuelto a su caja hogar.
Veinticuatro horas después, en la sesién de prueba o retencion, se volvid a introducir
a cada sujeto al compartimiento iluminado de la misma manera que en la sesién dc
adquisicion, sélo que sin aplicar el choque y se midio la latencia que tardo en pasar al
compartimiento obscuro (latencia de retencion). Si el sujeto no cruzaba en 600
segundos se daba por terminada la sesion y se asignaba una latencia de retencién de

600 lo que indicaba una optima resolucion de la prueba.

Tratamientos y.Grupos

El inhibidor selectivo de la ONS, el L-NAME vy el precursor del ON, la L-
arginina fueron administrados intracerebralmente disueltos en solucion salina (NaCl
0.9%). La inyeccion se aplicd por medio de las cénulas guia con una aguja dental
(calibre 30) conectada por un tubo de polietileno a una microjeringa Hamilton de 50-
pl. Cada firmaco fue cargado en el tubo de polictileno y se inyectd 1pl por
hemisferio con ayuda de una bomba peristaltica a una velocidad de 1pl/min; después
de la inyeccion se dejaron las agujas un minuto mas antes de retirarlas para facilitar la
difusion libre de los farmacos en el cerebro. La distribucion de los animales en los

grupos para cada serie experimental fue como se describe a continuacién:
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En el Primer experimento sc evalud el bloqueo de la ONS por el L-NAME a

diferentes dosis :

GRUZC SCS8IS L-NAME pil N° ERATAS
SALINA 0 il
50 50 i1
160 166 11
200 200 9
400 400 8

Segundo experimento se evalud la especificidad del bloqueo provocado por el

L-NAME al antagonizar por desplazamiento con L-Arginina :

GRUPO DOSIS N° DE RATAS
CONTROL SOL. SALINA 11
20C L-NAME 200pM 9
L-ARGININA 8mM
L-ARG+L-NAME 9
L-NAME 200uM
L-ARG L-ARGININA 8mM 8
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Tercer experimento se disefio para determinar el periodo de tiempo critico en el

que es necesario el ON en la fase de consclidacién :

GRUPC | DOSIS L-NAME zM N° DE RATAS
SATINA 0 i1

o 200 )

i 200 8

20° 200 iC

e’ 200 8

|

|

Cuarto experimento. Se evalud el efecto del L-NAME en la fase de evocacion
para esto se utilizé el mismo grupo de ratas desde un inicio siendo su propio control,

el mimero de ratas utilizadas fue de 9, todas concluyeron el experimento.

Histologia

Una vez terminados los experimentos conductuales los animales fueron
anestesiados y perfundidos intracardialmente con una solucién isoténica de NaCl
seguida de formol al 10%; los cerebros se removieron y se guardaron en formol,
durante una semana. Se realizaron cortes coronales de 100 pm que fueron tefiidos con
¢l método de Nissl para determinar la localizacidn de las canulas y comprobar que las
inyecciones se realizaron en el cuerpo estriado, los animales en los que no se
encontraban las canulas en el cuerpo estriado fueron desechados y no se tomaron en

cuenta para el analisis estadistico de los resultados.

Estadistica
Los resultados de las latencias se analizaron comparando las latencias de

adquisicion y retencion de los distintos grupos. Debido a que las distribuciones de los
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registros fueron cortados a 600 segundos, sc¢ utilizd un andlisis de varianza no
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de la prucba de U de Mann-Whitney para
realizar comparaciones entre los grupos (Sieguel 1995), utilizando cl programa de
analisis estadistico desarroilado por el Dr. Miguel Angel Guevara de la Facuitad de
Psicologia UNAM (version 1.0).

EXPERIMENTQ 1. Efecte del L-NAME sobre la consoiidacion

de la memgria de prevencidn pasiva.

2rocedimiento

En el primer experimento, se construy6 una curva dosis respuesta para observar
el efecto del L-NAME sobre la consolidacion de la prevencidn pasiva. Se entrenaron
5 grupos independientes de ratas en la prueba de prevencién pasiva de acuerdo al
protocolo descrito en el método; al concluir la sesién de adquisicion a cada grupo se
le inyecto el inihibidor de la ONS (L-NAME) inmediatamente después, en dosis de 0,
50, 100, 200 y 400 pM. El volumen inyectado en cada rata fue de 1 pl por hemisferio
para todos los grupos, a una velocidad constante de 1 ul /min. Al terminar la
inyeccion se mantuvieron insertadas las canulas inyectoras durante un minuto mas en
el cerebro. Al dia siguiente, libre del efecto del L-NAME, se efectud la prueba de

retencion como se describid anteriormente.

Resultados

No se encontraron diferencias estadisticas en las latencias de adquisicién entre
los grupos. En cuanto a las latencias de retencion, en la Grafica 1, se observan los
promedios de los grupos a las diferentes dosis de L-NAME  inyectadas
inmediatamente después del entrenamiento de la tarea de prevencion pasiva. Existen

efectos amnésicos que describen una curva dosis-repuesta y que se perciben como
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una caida de la latencia de retencion durante la ejecucién de la prueba, alcanzando
diferencias significativas H= 12.39, p < 0.02 (ANOVA de Kruskal Wallis). En el
andlisis de post-hoc entre los grupos, la U de Mann-Whitney reveld una diferencia
significativa entre el grupo control y los grupos inyectados con 100 pM (p <0.04) y
200 pM (p<0.009); para la dosis de 50 pyM y 400 uM no hubo diferencias
significativas (p >0.05). Concluimos que el ON estriatal participa en la consolidacion

de la memoria de prevencion pasiva.

600
50 = —
400

300 : |

latencias seg.

200

100 ! - .
| I S P
L P

salina 50 100 200 400

dosis uv

Grafica 1. Efecto del L-NAME sobre la consolidacién de la memoria
de prevencidn pasiva. *p<0.04 **p<0.009

37



IXPERIMENTS 2. Lz L-Arginina revierte el efecto zmnésice

El L-NAME es un bloqueador reversible de la ONS. Una manera de comprobar
que su efecto es selectivo sobre la enzima es mediante un ensayo de competencia por
el sustrato (L-Arginina). Este experimento sc realizd para comprobar la reversibilidad

del L-NAME mediante un ensayo de competencia por sustrato.

Procedimiento

Se entrenaron dos grupos en la tarea de prevencion pasiva; al término de la
sesion de adquisicién a un grupo se le inyecto 1 pl del precursor del ON (L-Arginina)
en dosis de 8 mM mds 1 pl L-NAME (200 pM); el otro grupo fue inyectado sélo con

L-Arginina. Al dia siguiente se realizo la prueba de retencidn, libre de farmacos.

Resultados

Los resultados de la administracion de 8 mM del precursor del ON L-Arginina
un minuto antes de aplicar el L-NAME 200 uM se observa en la Grafica 2. La
actividad amnésica de Ia dosis de 200 pM que obtuvimos en la curva dosis-respuesta
fue atenuado por la accion de la L-Arginina al competir con el inhibor, ya que no
hubo diferencias significativas con respecto al control. Estos datos confirman la
especificidad del L-NAME, ya que no se encontraron diferencias significativas p
>(.05 entre el grupo control y el inyectado con L-Arginina mas L-NAME (Gréfica 2).
La administracién de L-Arginina dnicamente no provoco ninguna alteracion sobre la
respuesta de prevencion pasiva. Por lo que concluimos El efecto amnésico provocado
por el L-NAME es especifico, ya que puede revertirse al coadministrar el inhibidor de
ONS con el precursor L-Arginina, se logrando revertir el deterioro en la

consolidacion de la memoria.
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Grafica 2. Antagonismo por competencia del L-NAME (200 uM) y
L-Arginina (8 mM) durante la consolidacion de la memoria de
prevencion pasiva. *p <0.009

Experimento 3. Efecto del L-NAME a distintos tiempos post-

adquisicion.

Debido a que se ha observado que el ON interviene en las etapas iniciales de la
PLP proceso conocido como induccion, pero no en etapas tardias (mantenimiento), se
ha postulado, por analogia, que participa igualmente en la adquisicién y la formacién
temprana de la memoria (Chapman et al. 1992). Por lo tanto en el tercer experimento
se decidid comprobar la influencia del tiempo, durante el periodo de consolidacién

sobre el efecto amnésico provocado por el bloqueo de la ONS.

Procedimiento
Se entrenaron 4 grupos de ratas como se describi6 anteriormente en el Método

y se inyectd 1pl L-NAME (200 pM ) por lado a diferentes intervalos de tiempo, 10,
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20 y 30 minutos contados a partir de la finalizacién de la adquisicion. Al dia siguiente

se realizo la prueba de retencion como en todos los experimentos anteriores.

Resultados

La falta de produccién de ON durante los primeros 30 minutos de la etapa de
consolidacion provocd un efecto significativo entre los grupos (ANOVA de Kruskal
Wallis H= 24.14 p <0.0001), observando diferencias significativas en ¢l grupo de
diez minutos post-entrenamiento (p <0.0005), el cual se recupera rdpidamente en los
grupos de veinte y treinta minutos posteriores al entrenamiento (Gréfica 3). Por lo
tanto concluimos que el ON interviene en la etapa inicial (0 y 10 minutos) de la

consolidacidén de la memoria de prevencion pasiva.
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Grafica 3. Efecto del L-NAME (200puM) durante el periodo
critico de consolidacién de la memoria de prevencion pasiva.
*p <0.009 *#p<0.0005

40



EXPIINENTDS 4, Tfects del L-NAME sobre ia evecacién de la

tarea de preveneién pasiva.

A la fecha, no se ha comprobado el papel del ON en el proceso de evocacién de
la memoria, es decir el acceso y uso de la informacion almacenada. Este experimento
lo realizamos para evaluar los datos de la literatura que afirman que el ON no

participa en tal fase de evocacién. Por ello, se diseiic este experimento.

Procedimiento

Para evaluar el efecto del L-NAME en la evocacién se utilizaron como
antecedentes directos los resultados obtenidos en la fase de consolidacion; asi, se
entrenaron nueve ratas como se descibié anteriormente y se probaron en una primera
sesién, comprobando que las ratas hubuieran aprendido(i.e. tuvieran una latencia de
retencion >500 segundos). En la siguiente sesion es decir 48 horas después del
entrenamiento de prevencion pasiva, se les administré la dosis de L-NAME mas
efectiva (200 pM) que obtuvimos en el Experimento 1 en el intervalo de tiempo mas
significativo que obtuvimos en el Experimento 3 (diez minutos de latencia entre ¢l
farmaco y la prueba). Para evaluar la evocacion se aplico el mhibidor de la ONS
cuarenta y ocho horas después del entrenamiento y diez minutos antes de que las ratas
entraran a la sesion de prueba; seguimos el desarrollo de la prueba en dos sesiones

posteriores a la inyeccién libres de cualquier influencia farmacolégica.

Resultados

En los resultados se puede observar un bloqueo de la evocacion de la memoria
de acuerdo al analisis de varianza de Kruskal-Wallis H= 10.49 p<0.02; en analisis
post-hoc utilizando la U de Mann Whitney encontramos diferencias significativas

entre la sesién en que aplicamos el L-NAME contra la primera p<0.02 y tercera
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sesion p<0.02 que se probaron a los animales libres de la influencia del farmaco
(Grafica 4). Estos resultados nos permiten concluir que el ON sintetizado en el cuerpo

estriado es necesario para evocar la memoria de prevencién pasiva.
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Sesiones de retencion

Gréfica 4. Todos los animales fueron evaluados previamente (24
hr) en la tarea de prevencion pasiva. Se inyecto L-NAME (200
uM) diez minutos antes de la evocacion (48 hr), en las retenciones
siguientes no se aplico el inhibidor. ¥p<0.02
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DISCUSION

El presente estudio se realizd con el objeto de elucidar el papel que tienc el ON
en el CE durante dos fases del aprendizaje que han sido poco estudiados: la
consolidacién y la evocacion de la memoria. Debido probablemente a la estrecha
asociacion que se ha hecho entre los fenémenos de PLP y DLP con el aprendizaje en
animales integros, la zona estudiada con mas frecuencia ha stdo el hipocampo,
dejandose de lado otros nicleos cerebrales tipicamente implicados en procesos
mnémicos, como la amigdala, la corteza cerebral, los micleos basales del cerebro
anterior y el cuerpo estriado. Este ultimo micleo ha sido implicado en diversas formas
de aprendizaje y en particular, se tiene suficiente informacion respecto a su
patticipacién en la respucsta de prevencion pasiva (Quirarte et al. 1993, Cruz-
Morales et al. 1992, Solana et al. 1990, Giordano et al. 1986). Por esta razon
decidimos utilizar este modelo para evaluar la forma en que interviene ¢l ON en dicha
estructura

A continuacién se discuten los hallazgos del presente trabajo a la luz de las
evidencias disponibles con el fin de proporcionar un panorama completo de cémo
podria el ON modular el aprendizaje.

Los resultados indican que el ON en el cuerpo estriado participa en la
formacion de la memoria de prevencion pasiva, de manera simtlar a lo encontrado en
otros laboratorios que han trabajado en otras estructuras (Huang et al. 1994, Fin et al
1995). Dado que se entrenaron a las ratas en condiciones 6ptimas, esto es, libres de
firmacos, lo cual nos permitio asegurarnos que todas las manipulaciones realizadas
en ¢l SNC no interfirieran con el proceso de adquisicion, podemos decir con certeza
que la falta de ON afectd exclusivamente la fase de consolidacion de la memonia.
Esta afirmacion esta basada en dos series de experimentos: primero, el efecto dosis-

respuesta sobre las latencias de retencién en la cual dos dosis efectivas de 100 y 200
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uM provocaron amnesia; es importante resaltar que el choque eléctrico que aplicamos
fue de 2.5 mA y la duraciéon fue de 5 segundos, logrando obtener resultados
significativos, a diferencia de otros trabajos que reportan el bloqueo de la memoria en
prevencion pasiva utilizando choques eléctricos de menor intensidad y menor
duracion (Bernabeu et al 1995, Huang et al. 1995). La ausencia de efecto de 400 pM
en la curva dosis-respuesta no la esperabamos; ésta puede ser causada por que la
dosis de L-NAME es muy alta para el cuerpo estriado. Existen reportes de que la
inhibicién de la ONS o la captura del ON que se encuentra libre en el cerebelo puede
actuar sobre el sistema motor de los gatos (Yanagihara y Kondo 1996); ciertamente,
se tuvo que realizar un control de actividad motora para discriminar si la aplicacién
de dosis altas de L-NAME en el estriado causa perturbaciones en el sistema motor de
la rata especificamente un aumento de la actividad locomotora. Por otra parte también
seria apropiado realizar grupos intermedios entre las dosis de 200 y 400 puM para
descartar un probable efecto toxico.

El segundo fue 1a aplicacion del precursor de ON L-Arginina que revirtio la
amnesia provocada por el L-WNAME, por lo que tenemos un efecto especifico en la
caida de la respuesta de prevencion de pasiva causada por el inhibidor de la ONS.

Los resultados de la dependencia del tiempo para el efecto det L-NAME son
interesantes por que la idea de que el ON actia solo en la fase de adquisicidn es
actualmente muy difundida (Chapman et al. 1992, Holscher y Rose 1993); sin
embargo al administrar L-NAME 10 minutos post-entrenamiento no solo se bloguea
efectivamente la memoria de prevencion pasiva, sino que esta tendencia es ain mas
clara que al inyectar L-NAME inmediatamente después del entrenamiento.
Resultados similares fueron descritos por Rickard et al. (1998) al administrar N°-
nitroarginina en pollos hasta 30 minutos después. Utilizando como modelo
experimental en la rata en la tarea de prevencién pasiva no existian reportes de que

afectara la fase de consolidacion, solo se habia observado efecto sobre la adquisicién
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e inmediatamente después de la prueba aplicando nitroarginina en el hipocampo
(Bernabeu 1995); la L-N-monometilarginina en el hipocampo, inmediatamente
después de la prueba también bloquea la memoria (Huang et al 1995).

Précticamente no existen reportes de que el ON intervenga en la fase de
retencion o evocacion de algilin aprendizaje, en varios experimentos conductuales han
explorado esta posibilidad sin resultados alentadores; particularmente en las prucbas
de aprendizaje espacial (Bannerman et al., 1994, Noda et al., 1997, Yamada et al.,
1995), y en la tarea de prevencion pasiva (Fin et al, 1995,). El que no se haya
abundando en esta fase del aprendizaje reside principalmente en la asociacién que
tiene el modelo celular de la PLP y el aprendizaje; ya que en la PLP el ON es
requerido solo para la fase de induccién de la PLP estableciendo la analogia con el
aprendizaje corresponderia a la fase de adquisicion, al quitar el ON en la fase de
mantenimiento de la PLP no repercute en la PLP si recurrimos nuevamente a la
analogia esta seria la fase de evocacion del aprendizaje. Los datos que encontramos
en ¢l Experimento 4 son especialmente importantes por que es la primera evidencia
de que €l ON tiene cfectos en la evocacién. La administracion del inhibidor de la
ONS L-NAME diez minutos antes de la sesidn de evocacion en animales entrenados
y probados previamente, bloquea la ejecucién de la prueba, lo que indica que en la
evocacion es importante la presencia de ON bien para tener acceso a la informacion
almacenada o para procesarla correctamente para ejecutar la prueba con éxito;

también es posible que pueda afectar en ambos procesos.
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CONCLUSICNES

~ La intervencién quirirgica y la administracion intraestriatal de 1pl de vehiculo
es inocua lo que permite afirmar que el deterioro del aprendizaje se debe al efecto
del inhibidor de la ONS.

w El ON estriatal es necesario para la consolidacién de la tarea de prevencion
pasiva.

« El efecto amnésico es especifico va que presenta una dependencia de la dosis y
es revertido por L- Arg, el precursor del ON.

w Los resultados demuestran que las dosis de 100 y 200 uM de L-NAME, diez
minutos antes de la prueba, provoca un déficit de 6xido nitrico importante que
impide la ejecucion de la prueba.

w La dosis de 200 pM de L-NAME es igualmente efectiva en un intervalo de 10
minutos post-adquisicién, pero se pierde completamente su efecto a los 20
minutos.

~ El ON participa en la etapa de evocacion de la memoria de prevencion pasiva.
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