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RESUMEN

Existen multiples datos que avalan el hecho de que la administracién de opidceos
tanto a nivel intracerebroventricular como sistémica interviene en los procesos de
memoria y aprendizaje; sin embargo, los resultades reportades no son homogéneos, ya
que algunos autores reportan facilitacién y otros déficit en las tareas estudiadas,

El presente trabajo tiene como objetivo determinar cual es el efecto de l1a naloxona,
antagonista opidceo, al ser aplicada tépicamente tanto en el globo pélido (GP) como en
el nicleo caudado (NC) que se sabe intervienen en los procesos mnémicos y que ademds

poseen actividad neuroquimica opioide.

El estudio se llevé a cabo en ratas Wistar macho y se utiliz6 una tarea de
prevencién pasiva en un ensayo. Los sujetos experimentales fueron implantados
unilateralmente en el GP y en el NC siete dias antes del ensayo, que consistié en una
sesién de adquisicién y una de prueba la cual se realizé 24 horas después. Los grupos
experimentales fueron: 1) ratas implantadas en el GP derecho: solucién salina isoténica,
0.2, 0.4 y 0.8 pg de naloxona; 2) ratas implantadas en el GP izquierdo: 0.8 pg de
naloxona; 3) ratas implantadas en el NC derecho: solucién salina, 0.4 y 0.8 pg de
naloxona; 4) ratas implantadas en el NC izquierdo: 0.8 pg de naloxona; S) ratas no
implantadas. Los tratamientos se realizaron dos minutos después de la sesién de adquisi-
cién.

El anélisis histolégico reporté que las puntas de las cdnulas se localizaron en las
estructuras elegidas, y el andlisis estadistico de los datos muestra un déficit en la
retencién de la tarea dependiente de la dosis de naloxona aplicada.

Los hallazgos en este estudio sugieren que el sistema neuroguimico opioide palidal
y estriatal participa en los procesos de memoria a largo plazo,



- LINTRODUCCION

A partir de ‘Ia caracterizacién de los receptores opidceos en diversas
zonas del cerebro de varios mamiferos incluyendo al hombre, el conocimiento
sobre los péptidos endégenos (PE) a aumentado rdpidamente. Los PE son
sustancias que se encuentran en forma natural tanto en el cerebro como en
otros érganos, poseen propiedades farmacoldégicas similares a 1a morfina, y

estdn constituidos por endorfinas y encefalinas.

Las endorfinas se caracterizan porque derivan de la macromolécula
proopiomelanocortina, son cadenas de aminoicidos mds largas que las
encefalinas, y de éstas moléculas se han identificado: la beta-endorfina de 31
aminodcidos, la alfa-endorfina de 16 aminodcidos, la delta-endorfina de 17
aminodcidos y la des-tir-delta-endorfina que tiene la secuencia de la delta-
endorfina pero carece del aminodcido tirosina inicial. Las encefalinas tienen
origen en la molécula denominada pro-encefalina, y se han caracterizado la
met-encefalina y la leu-encefalina, ambas son pentapéptidos que se diferencian
en su aminodcido terminal, metionina para la primera y leucina para la
ultima.

A nivel cerebral los PE se encuentran en las siguientes estructuras:
glindula pituitaria, hipotdlamo medial, tilamo paraventricular, sustancia
nigra, micleo medial amigdaloide, globo pélido, amigdala, caudado putamen,

nicleo accumbens y sustancia gris, Su concentracién varfa en cada una de



estas estructuras y dada su distribucién es probable que tengan funciones
diversas.

Sobre sus funciones se piensa que las endorfinas tienen relacién con el
estado de estrés y la obesidad, los mecanismos por medio de los cuales
intervienen en estos procesos no son claros. De las encefalinas se sugiere que
influyan en la liberacién y en la accién de la vasopresina y la oxitocina, ambas
hormonas contenidas en la hipéfisis posterior al igual que las encefalinas. Las
encefalinas de 1a gldndula suprarrenal se liberan durante su estimulacién, que
puede ser un estado de estrés.

Los dos grupos de moléculas actian como analgésicos, pero a diferentes
niveles del sistema nervioso; la médula espinal para las encefalinas y la

sustancia gris periacueductal para las endorfinas.

Ademids de estas funciones se cree que intervienen en los procesos de
' memoriay aprendizaje. La administracién intracerebroventricular de morfina,
leu-encefalina y met-encefalina provoca en ratas facilitacién de ciertas tareas.
Por otro lado, lesiones irreversibles en el globo pélide inducen un deterioroe
sobre el aprendizaje de una discriminacién visual.

A principio de las década de los 80's se propuso que el "sistema
general de aprendizaje” en la rata esta formado por un grupo de estructuras
subcorticales esenciales para la adquisicién normal de un gran nimero de
tareas de laboratorio, este grupo incluye: al globo pilido, tdlame lateral,

sustancia nigra, sustancia gris, rafe medio y formacién reticular.



Las proyecciones del nicleo caudade hacia el globo pélido utilizan como
neurotransmisores a las encefalinas, GABA, y probablemente sustancia P y
dinorfinas. Es importante destacar que la concentracién mds alta de
encefalinas la posee el globo pélido. Por otra parte, diversos estudios han

evidenciado la participacién del nicleo caudado en los procesos mnémicos.




EL APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Una teorfa sobre el aprendizaje y la memoria es necesaria, debido a que
gran parte de la variada conducta del hombre es resultado de estos pi'ocesos,
aunque ain no existe una definicién universalmente aceptada de memoria y

aprendizaje existen aproximaciones notables.

El aprendizaje se refiere a la adquisicién de informacién medido a
través de cambios en la conducta, siempre que el cambio conductual no pueda
explicarse en base a tendencias de respuestas innatas, a la maduracién o
estados temporales como la fatiga o el consumo de drogas (Bower y Hilgard,
1989).

Existen dos categorias béisicas de aprendizaje: el asociativo y el no
asociativo. En el aprendizaje no asociativo existe un solo tipo de evento,
ejemplos de éste son la habituacién, que se caracteriza por una disminucién
de 1a respuesta como resultado de la repeticién del estimulo, y la sensibiliza-
cién, que consiste en un aumento en la intensidad de la respuesta como
consecuencia de la aplicacién continua del estimulo (Thompson y Donegan,
1989). Estos tipos de aprendizaje también son llamados precondicionados y son
propios de todos los organismos desde los protozoarios y se presenta aun en
animales espinales y células individuales (Ardila y Moreno, 1979).

El aprendizaje asociativo es la conjugacidn' de dos o mis eventos,
ejemplos de este aprendizaje son el condicionamiento pavioviano (o cldsico) y

el condicionamiento instrumental. En el condicionamiento pavloviano un



estimulo incondicionado (EI) produce una respuesta incondicionada (RI), pero
si el EI se aparea con un estimulo neutro, este iltimo pasa a ser un estimulo
condicionado (EC) que es capaz de producir una respuesta condicionada, que
antes del apareamiento era la R1. El condicionamiento operante o instrumental
se diferencia del cldsico en que el reforzamiento se hace contingente (depen-
diente) a la ocurrencia de una respuesta, mientras en el cldsico el reforzamien-
to (EI) se suministra independientemente de si el sujeto responde o no a la
sefial (Bower y Hilgard, 1989).

Ademis de estas categorias basicas de aprendizaje, existen teorias sobre
el mismo, las cuales tratan de explicar los mecanismos conductuales de este

proceso. Dichas teorias se pueden agrupar en dos grandes familias:
1) Las teorias de estimulo-respuesta y
2) Las teorfas cognoscitivistas.

El primer grupo incluye el conexionismo de Thorndike, el condiciona-
miento cldsico de Pavlov, el condicionamiento contiguo de Guthrie, la teorfa
sistem#tica de la conducta de Hull, el aprendizaje humano por asociacién, el

condicionamiento operante de Skinner y el muestreo del estimulo de Estes,

En el segundo grupo se incluyen la teoria de la Gestalt, el aprendizaje
de signos de Tolman y el procesamiento de informacién de la conducta,
(Bower y Hilgard, 1989).



La diferencia fundamental entre ambos tipos de teorias es cémo
solucionan la pregunta ;qué se aprende?, los tedricos de estimulo-respuesta
responden que se aprenden hébitos, y los cognoscitivistas responden que se
aprenden estructuras factuales. La pfimera postura recalca el desarrollo de
pequeiias secuencias de respuestas, la segunda destaca el conocimiento factual
(Bower y Hilgard, 1989).

El aprendizaje incluye por lo menos tres funciones:

1) El organismo que lo adquiere modifica su conducta,
2) Se puede almacenar, y

3) Se puede recuperar.

Por otro lado, 1a memoria se refiere al almacenamiento de la informa-
cién y es medida por medio de la recuperacién de dicha informacién
(Thompson y Donegan, 1989). Se conocen dos tipos de memoria: la memoria
a corto plazo y la memoria a largo plazo. La memoria a corto plazo, es una
‘memoria inmediata, de capacidad limitada y es susceptible a interferencias
dentro de los segundos o minutos posteriores a la adquisicién de la informa-
cién.

La memoria a largo plaze no es susceptible a interferencias, su
capacidad es indeterminada y se sabe que no depende de la actividad continua
de sistema nervioso central, ya que el cerebro puede ser inactivado por
anestesia general, hipoxia e isquemia y los recuerdos almacenados previamente

se conservan. Por lo tanto, se piensa que la memoria a largo plazo es el



resultado de cambios permanentes en las células nerviosas. El mecanismo por
el cual la memoria de corto plazo es transformada en memoria de largo plazo
se llama consolidacién (Shashoua y Schmidt, 1989).

Se propone (Lynch y Baudry, 1984; Guyton, 1989), que los cambios
realizados durante el proceso de aprendizaje se efectiian a nivel de las sinapsis,
quizé cambios en el mimero de terminales presindpticas o en el tamaifio de las
terminales o en la conductividad de las dendritas, Tales cambios podrian
provocar un aumento en el grado de facilitacién de los circuitos neuronales
especificos, permitiendo que las seiiales pasen con mayor facilidad cuando m4s
frecuentemente sean utilizados (Guyton, 1989). Estos cambios sindpticos
podrian involucrar sintesis de nuevas proteinas cerebrales, esta sintesis sélo
parece requerirse para la memoria de largo plazo y no para la memoria de
corto plazo (Davis y Squire, 1984).

Por otra parte, la consolidacién de Ia memoria no es un proceso unitario
y refleja la operacién simultdinea de varios procesos cerebrales, se busca
comprender este fenémeno a través de correlatos bioquimicos-conductuales,

neuroanatémicos y neurofisiolégicos (Martinez y cols., 1983).



ANATOMIA DE LOS GANGLIOS BASALES

El Sistema Nervioso Central (SNC), formado por el encéfalo y la médula
espinal, no posee divisiones naturales precisas, es una entidad anatomofuncio-
nal y se ha considerado 1itil referirse a ella como a segmentos con el fin de

especificar sus localizaciones y sus relaciones anatémicas (Moyer, 1983).

El encéfalo se compone de tres subdivisiones bésicas:

1 Hemisferios cerebrales
2 Tronco encefslico y

3 Cerebelo

Los hemisferios cerebrales son dos grandes masas bilaterales conectadas
entre si por varios haces de fibras nerviosas, entre ellos el cuerpo calloso y la
comisura anterior (Guyton, 1989).

El tronco encéfalico a su vez estd subdividido en los siguientes
segmentos: diencéfalo, mesencéfalo o cerebro medio, metencéfalo o protuberan-
cia y mielencéfalo o bulbo (Carpenter, 1976). En otra clasificacién al

telencéfalo y al diencéfalo se les llama cerebro anterior, al mesencéfalo se le



conoce como cerebro medio y al cerebelo, a la protuberancia y al bulbo se les
llama cerebro posterior (Guyton,1989).

"En el telencéfalo se localizan los ganglios basales, que son masas
relativamente grandes de sustancia gris que se encuentran separadoes del
" diencéfalo por la cdpsula interna (Moyer,1983).
Los ganglios basales estin formados por cinco niicleos subcorticales:

1) nicleo caudado
2) putamen
3) globo pélide
4) nucleo subtdlamico y

5) sustancia nigra

El niicleo caudado y el putamen se desarrollan de la misma estructura
~ telencefdlica, en sentido rostral son continuos, juntos son llamados estriado,
neoestriado, o cuerpo estriado. El globo pélido es parte del diencéfalo y estd
en posiciéon medial al putamen y lateral a la cdpsula interna. El nicleo
subtdlamico estd por debajo del tdlamo . La sustancia nigra se localiza en el
cerebro medio, esta dividida en dos zonas: la reticular y la compacta. La zona

reticular ventral parece ser una continuacién caudal del globo pilido y la



zona compacta ubicada dorsalmente contiene neuronas ricas en melanina
(Berne y Levy, 1986).

"El niicleo caudado es una masa gris alargada y arqueada, su porcién
anterior o cabeza estd conectada directamente al putamen. El resto del niicleo
caudado forma un arco que disminuye de espesor al hacer curva alrededor del
tdlamo y lateral a éste (Moyer,1983).

La parte mis delgada de la cola se dirige en direccién rostral y termina
contigua con la amigdala. Debido a que el micleo caudado forma un extenso
arco, cualquier corte coronal en la porcién media del cerebro puede mostrar
dos porciones de éste, la més dorsal o superior es el cuerpo y la més ventral

o inferior es la cola (Moyer, 1983).

El putamen, la parte mds externa y grande de los ganglios basales se
encuentra entre la cdpsula interna y la ldmina medular del globo pélido
(Carpenter, 1976). El nicleo caudado y el putamen no se diferencian
citolégicamente y contienen el mismo tipo de neurotransmisores, juntos forman

lo que se conoce como cuerpo estriado (Haber, 1986).

La células del cuerpo estriado son de dos tipos: células pequeiias
redondas o fusiformes (Carpenter, 1986; Fox, 1976) que miden entre 10 y 20
micras, este tipo de células representa el 95% de las células del estriado, el
resto lo forman células grandes multipolares que miden de 20 a 50 micras
(Haber,1986). En el gato el tamaiio promedio de estas células es de 0.6 micras
y en el gibén no exceden de una micra (Fox,1976). Tanto células grandes como
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pequedias existen con espinas y sin ellas (Haber, 1986). En un estudio reciente
(Kimura y cols., 1990), realizado en el mono y utilizando un método electrofi-
siolégico, se demostré que el estriado posee dos tipos de neuronas relacionadas
con los ﬁmvimientos cofporales y que proyectan sus axones hacia el globo
- pélido.

AFERENCIAS DEL CUERPO ESTRIADO

La mayoria de las aferencias a los ganglios basales terminan en el
cuerpo estriado (Fig. 1). La mds importante se inicia en Ia corteza cerebral,
dreas especificas de ésta proyectan a diferentes zonas del estriado, y estdin
topogréficamente organizadas (Coté y Crutcher, 1991). Es posible que las
aferencias corticoestriatales utilicen como neurotransmisores a los aminodcidos
glutamato (Coté y Crutcher, 1991) y aspartato (Mc Geer, 1984; Haber, 1986).
Otras aferencias importantes del estriado provienen del tdlamo y la naturaleza
del neurotransmisor utilizado en éstas aferencias, segilin algunos reportes
puede ser el glutamato, el aspartato o la acetilcolina (Mc Geer, 1984; Haber,
1986). Se ha descrito que las aferencias al estriade desde 1a corteza y desde el
tdlamo finalizan y se agrupan en pequeiios nédulos llamados estriomas, los
cuales a su vez constituyen un compartimiento mayor denominado matriz
(Coté y Crutcher, 1991).
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La proyeccién de la sustancia nigra hacia el estriado es bilateral, al
igual que la de la corteza, y utiliza como neurotransmisor a la dopamina, las
células nigrales que contienen dopamina se localizan en la porcién ventro
medial y en la zona compaéta y sus fibras axonales terminan en la parte dorsal
del estriado (Haber, 1986). Algunos estudios proponen que esta via ademds
utiliza como neurotransmisores algunos péptidos endégenos, ya que se han
encontrado receptores a dichas sustancias en el estriado (Morelli y Dichiara,
1984; Mc Geer, 1984, Van der Kooy, 1986).

Otras aferencias de menor cuantia provienen del globo pélido y utilizan
como neurotransmisor al dcido gamma aminobutirico (GABA), de la amigdala
y tienen como neurotransmisor a la colesistoquinina y probablemente a la
somatostatina, del cuerpo mamilar y de la formacién reticular que tienen como
sustancia transmisora a la histamina, del tegmentum, para esta proyeccién no
se ha identificado ningin neurotransmisor, desde el rafe dorsal con 5§
hidroxitriptamina (5-HT) como neurotransmisor, las proyecciones desde éste
nicleo son bilaterales (Mc Geer, 1984) y desde el locus coeruleus con

noradrenalina como neurotransmisor.
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Fig. 1. AFERENCIAS DEL CUERPO ESTRIADO

EFERENCIAS DEL CUERPO ESTRIADO

Se han identificado tres proyecciones del- niicleo caudado hacia: 1) la
sustancia nigra, 2) el globo pdlido (Fox y Rafols, 1975) y 3) el ndcleo
endopeduncular (Coté y Crutcher, 1991) es probable que exista otra eferencia
menor hacia el subtilamo (Mc Geer, 1984). La proyeccién del estriado hacia
la sustancia nigra es muy abundante y termina principalmente en la zona
reticulada, como neurotransmisor utiliza a la sustancia P, a las dinorfinas, al
GABA y probablemente a Ia colesistoquinina (Mc Geer, 1984). Un concepto
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comiin en la organizacién estriatal del gato es que un sola eferencia envia
terminales tanto al globo p4lido como a la sustancia nigra (Fox, 1975).
Trabajos recientes (Parent y cols., 1984) realizados, en monos, han evidenciado
que las proyecciones estriadopalidales son de 1a misma naturaleza neuroquimi-

ca que las estriadonigrales pero independientes en su origen celular (Fig. 2).

Las eferencias del cuerpo estriado hacia el globo pélide estén bien
establecidas y utilizan como neurotransmisores a las encefalinas (Arluison y

cols., 1990), al GABA y probablemente a la sustancia P y a las dinorfinas (Mc
Geer, 1984),

GP

o

& &
&

. ] : CE
. % ~N‘\~~~‘
1 \D Subtdlamo
4}
NED%I SN

Fig. 2. EFERENCIAS DEL CUERPO ESTRIADO
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El globo pélido (GP), es el segmento m4s interno y mas pequeiio del na-
cleo lentiforme o lenticular, formado por el GP y el putamen. ElI GP es
dividido por la estria medular interna en dos segmentos: el interno y el
externo. El segmento interno y la zona reticulada de la sustancia nigra (SN)
tienen gran semejanza citolégica, funcional y anatémica. El GP ocupa una
posicién estratégica en el circuito de los ganglios basales, es considerado la
salida principal de éstos tanto hacia la corteza como a otros sitios cerebrales
(Coté y Crutcher, 1991; Haber, 1986). Sus células son grandes multipolares y
de tipo motor (Moyer, 1983). A pésar del hecho de que todas las neuronas
palidales tienen la misma morfologia y utilizan los mismos neurotransmisores,
existen datos obtenidos en estudios hechos en monos, que indican claramente
que el segmento externo y el segmento interno pueden ser considerados como
entidades independientes. Ademds, se ha evidenciado la existencia de

conexiones directas y reciprocas entre ambos segmentos (Hazrati y cols., 1990).

En un estudio de inmunoreactividad realizado en cerebros humanos se
encontré una gran reactividad encefalina-positiva en el globo pélido, caudado
y sustancia nigra (Gramsch y cols., 1979). En el cerebro de rata éstas
sustancias se concentran principalmente en el estriado y en el diencéfalo
(Rossier y cols., 1977).
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AFERENCIAS HACIA EL GLOBO PALIDO

Cuatro centros cerebrales envian sus proyecciones hacia el GP: el niicleo
accumbens, el cuerpo estriado, la sustancia nigra, el tdlamo y probablemente
el tegmentum (Fig. 3). De éstas, Ia principal es la que proviene del nicleo
caudado (Haber, 1985a). De las fibras provenientes del niicleo caudado cada
segmento del globo palido recibe eferencias de diferentes partes de aquel (Coté
y Crutcher, 1991; Fox y Rafols, 1975; Haber, 1985a). Estas proyecciones
contienen GABA, endorfinas, sustancia P y dinorfinas (Haber, 1985 a, b). Las
proyecciones GABAérgicas que van del nicleo accumbens hacia el GP son

muy densas en el cerebro de rata (Skeel-Kruger, 1984).

Estudios inmunohistoquimicos realizados en cerebros de rata (Cuello y
Paxinos, 1978), y de mono (Haber, 1985 a,b) han demostrado conexiones
neurales encefalina-positivas que van del caudado hacia el GP. Utilizando
lesiones especificas, se ha demostrado que la inmunoreactividad puede ser
abolida si se destruyen estas conexiones (Cuello y Paxinos, 1978).

En el segmento externo del GP las fibras encefalino-positivas son
observadas mds claramente que en el interno, (Haber, 1985 a). Las células
encefalinérgicas y sustancia P positivas presentan el mismo patrén histolégico:
aparecen como colonias de fibras, denominadas por Haber y Nauta (1983)

fibras "lanudas”.

El GP también recibe aferencias de la sustancia nigra, las cuales

utilizan a la dopamina como transmisor., Otros nicleos que también

16



proyectan hacia el GP son : el micleo accumbens que tiene como neurotrans-
misor al GABA, el subtfilamo del cual existe una proyeccién colateral hacia la
sustancia nigra, y cuyo transmisor no ha sido atin identificado (Mc Geer,
1984).
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Fig. 3. AFERENCIAS DEL GLOBO PALIDO
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EFERENCIAS DEL GLOBO PALIDO

' Siete niicleos cerebrales son los que reciben eferencias del GP: el tdlamo,
el nicleo caudado, la sustancia nigra, el nicleo endopeduncular, el rafe, el
subtdlamo y la corteza frontal (Fig. 4). A excepcién del tdlamo y del rafe, las
demds proyecciones utilizan al GABA como neurotransmisor (Mc Geer, 1984;
Lindvall y Bjorklund, 1979).

Por medio de estudios autorradiogréficos realizados en cerebros de rata,
se observé que la proyeccién pdlido-nigral termina en la zona compacta de la
sustancia nigra sobre células dopaminérgicas (Hattori, Fibiger y McGeer,
1975).

Estudios recientes (Hazrati y Parent, 1991), sugieren que la proyeccién
pélido-taldmica en primates es un sistema formado por dos eferencias
independientes; una se origina en el globo pélido interno y la otra en el

externo.
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LOS NEUROTRANSMISORES

La transmisién nerviosa e§t§ regulada por sustancias quimicas conocidas
" como neurotransmisores, los cuales son liberados, por un impulso nervioso,
hacia el espacio intersindiptico para que interactie con la membrana
postsindptica (Sandoval y Lara, 1983).

Se conocen enlistados (Iversen, 1981; Ganong, 1988) que contienen m4s
de 30 nombres de sustancias diferentes que incluyen aminodcidos, monoaminas
y neuropéptidos. De esta lista solo la acetilcolina, la noradrenalina, la
dopamina, el GABA y la glicina sen aceptados como neurotransmisores, el res-

to se sugiere como probables.

EL ACIDO GAMMA AMINOBUTIRICO (GABA)

El1 GABA es un inhibidor postsindptico que se encuentra ampliamente
distribuido en el sistema nervioso central. El precursor de este neurotransmi-
sor es el dcido glutdmico quien por medio de una reaccién de descarboxilacién
del grupo alfa carboxilo por accién de la enzima glutamato descarboxilasa
" (GAD) es biotransformado a GABA. La GAD ha sido purificada parcialmente
a partir de cerebro de rata y de cerebro humano, tiene un peso molecular de

90000 daltones. La regulacién de la actividad de esta enzima, la determina la
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presencia de su coenzima, el fosfato de piridoxal (Tapia, 1983). La GAD ha
sido indentificada tanto en fibras palidales con espinas como en fibras
palidales sin espinas, en ambos segmentos del globo pélido (Haber, 1986).

La degradacién metabélica del GABA se realiza por una reaccién de
transaminacién en la que intervienela GABA-transaminasa (GABA-T), enzima
que cataliza la transferencia del grupo amino del GABA al dcido alfa-
cetoglutdrico dando como productos al semialdehido succinico y al dcido
glutdmico (Tapia, 1983; Salin-Pascual y Ortega Soto, 1989).

El GABA actiia aumentando la conductancia de los iones cloruro
produciendo un potencial postsindptico inhibitorio. La deficiencia del GABA
se asocia con signos de hiperexcitabilidad nerviosa y convulsiones. Los efectos
del GABA sobre la conductancia del i6n cloro son facilitados por las
benzodiacepinas, ya que aumentan la eficiencia de 1a inhibicién GABAérgica
que produce disminucién de la frecuencia de disparo de las neuronas. Estas
drogas tienen una notable capacidad para reducir 1a ansiedad, son relajantes
musculares, anticonvulsivantes y sedantes (Katzung, 1987; Ganong, 1988).

E1 GABA es considerado como uno de los principales neurotransmisores
~ de los ganglios basales, se encuentra presente en la via estriadopalidal y
estriadonigral. En el cerebro del mono, las concentraciones mds altas de este
transmisor se localiza en el globo palido y en 1a sustancia nigra (Haber, 1986).

Existen estudios (Moroni y cols., 1978), que avalan la existencia de una
relacién entre la presencia de agonistas opioides como la beta-endorfina y
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morfina y la tasa de recambio del GABA, en la SN, GP y NC. Cuando se
administra morfina por vias subcutdneas y beta-endorfina por via ICV en
ratas, la produccién de GABA en niicleo caudado disminuye pero aumenta en
el GP y en la SN, estos cambios son inhibidos por la administracién de
naltrexona.

Por otro lado, los niveles altos de GABA en el cerebro antagonizan la
analgesia, disminuyen la tolerancia y el desarrollo de la dependencia
producidas por la administracién subcutdnea de morfina en ratén (Ho y cols,,
1976).

LA ACETILCOLINA (Ach)

Es una amina cuaternaria de estructura quimica sencilla, que posee un
nitrégeno cuaternario que soporta una cadena de dos carbonos y un grupo
metilcarboxilo terminal. Se encuentra incluida en las vesiculas sindpticas de los
botones terminales de las neuronas colinérgicas (Ganong,1988). Se sintetiza a
partir de acetil CoA y colina, esta reaccién es catalizada por la enzima
colinacetiltransferasa (AchE), Se encuentra gran actividad de esta enzima en
los nicleos interpeduncular y caudado, siendo este dltimo el sitio de mixima
actividad (Cooper, Bloom y Roth, 1977), otros sitios en que se localiza son el
epitelio corneal y las rafces ventrales de la médula espinal (Salih-Pnscual y
Ortega Soto, 1989). La velocidad de la sintesis de la Ach, depende de la colina
disponible.
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La llegada de un impulso nervioso al botén sindptico aumenta la
permeabilidad de la membrana al calcio y su entrada favorece Ia liberacién
de Ach hacia el espacio sindptico. La Ach liberada se une a receptores
localizados en la membrana postsindptica facilitando Ia transmisién del
impulso nervioso. Se sugiere que una vez agotada la Ach citoplasmética se
empieza a utilizar la que se encuentra almacenada en las vesiculas (Salin-
Pascual y Ortega Soto, 1989).

Existen dos tipos de receptores a la Ach: los nicotinicos y los muscarini-
cos. Los nicotinicos se encuentran en los ganglios simpdticos; pequeiias
cantidades de Ach estimulan a la neuronas posganglionares y grandes
cantidades bloquean la transmisién de impulsos de la neuronas pregangliona-
res a las posganglionares. Los receptores muscarinicos estdn involucrados en
1a accién estimulante de 1a Ach sobre el misculo liso y las gldindulas, estos
receptores son bloqueados por la atropina (Ganong, 1988).

La distribucién de los receptores varia en el sistema nervioso central;
la corteza cerebral y el tilamo presentan upa alta densidad de receptores

nicotinicos. Los receptores muscarinicos son més abundantes en el resto del -

encéfalo en una proporcién de 100 a 1 con aquellos (Salin-Pascual y Ortega
Soto, 1989).
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LA DOPAMINA

La dihidroxifeniletilamina (dopamina, DA) pertenece al grupo de las
catecolaminas, el cual ademds incluye a sus dos productos metabélicos: la
adrenalina y la noradrenalina. Estas tres sustancias se forman por hidroxila-
cién y descarboxilacién de los amino4cidos fenilalanina y tirosina. La tirosina
es el precursor inmediato en la via de sintesis, este aminodcido cruza la
barrera hematoencefélica y es capturado por las neuronas catecolaminérgicas
a través de un mecanismo activo. Se biotransforma a dopa y ésta a su vez a
dopamina en el citoplasma celular. El paso limitante en la tasa de sintesis es
la conversién de tirosina a dopa.

El catabolismo de las catecolaminas es efectuado por las enzimas
catecol-o-metiltransferasa y la monoaminooxidasa a través de una reaccién de

desaminacién (Ganong, 1988).

El sistema transmisor mds frecuentemente asociado a los ganglios
basales, son las largas proyecciones dopaminérgicas de la sustancia nigra,
aproximadamente el 95% de las c€lulas de su zona compacta son dopaminérgi-
cas (Haber, 1986), y la porcién ventromedial de ésta proyecta hacia la porcién

dorsomedial del estriado.
Los receptores de la dopamina sélo se localizan en las regiones del
cerebro en las cuales normalmente hay neuronas Daérgicas. A diferencia de

los receptores a otras catecolaminas que se encuentran ampliamente

24



distribuidos en diferentes regiones del cerebro (Iversen, 1981). Al parecer
existen varios tipos de receptores dopaminérgicos a nivel cerebral, de los
cuales han sido identificados los DA, y los DA,.

Se sugiere (Van der Kooy, 1986), que los receptores dopaminérgicos en el
estriado se localizan sobre las espinas dendriticas de las fibras nerviosas
postsindpticas.

En la enfermedad de Parkinson, las neuronas' dopaminérgicas del
sistema nigroestriatal degeneran y el contenido de dopamina del cuerpo
estriado es de cerca de 50% de lo normal. El parkinsonismo se observa
también como una compliéacién del tratamiento con medicamentos tranquili-
zantes del subgrupo de las fenotiacinas. Estas sustancias interactian tanto con

neuronas noradernérgicas como con dopaminérgicas (Ganong, 1988).

Es probable que el sistema GABAérgico interactiie con el sistema
dopaminérgico, ya que estudios realizados en ratas a las cuales se les
administré sistémicamente ficido aminooxiacético (AOAA), inhibidor de la
GABA-T, se noté6 una disminucién en la liberacién de dopamina a nivel
nigroestriatal (Sivam, Hudson, Tilson y Hong, 1987).

La liberacién de dopamina también se encuentra disminuida cuando se
les administra intracisternalmente a ratas el opiopéptido mu (p ) merficeptina,
. Por otra parte, en estudios realizados en rebanadas de cerebro de rata se
demostré que las dinorfinas disminuyen la liberacién de dopamina (Yonehara
y Clouet, 1984).
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LOS PEPTIDOS ENDOGENOS

El grupo de drogas conocido como opidceos o narcéticos, comprende
varios alcaloides que se encuentran en forma natural en el opio, de los cuales
el prototipo es la morfina. Su efecto analgésico se conoce desde hace més de
2000 aiios (Iversen, 1981). Ademis existe un grupo de opidceos sintéticos que
incluye a la herofna, al levorfanol y a la meperidina entre otros. Otros efectos
de los opidceos son : sedacién, depresién respiratoria, supresién de la tos y
euforia, por mencionar algunos (Katzung, 1987).

Los opidceos son las drogas que por excelencia se usan para ilustrar el
fenémeno de tolerancia y dependencia. La tolerancia es inducida rdpidamente
tanto en el hombre como en los animales por la administracién repetida de la
droga. Después de varias dosis del opidceo se puede necesitar hasta veinte

veces més que la dosis inicial para obtener el mismo efecto (Iversen,1981).

En la actualidad se cuenta con sustancias cien veces mds potentes que
1a morfina pero su induccién a la tolerancia y a la dependencia es mucho
menor, un ejemplo de esta sustancias es el fentanil (Litter, 1988).

El descubrimiento de que en el cerebro de varios mamiferes incluyendo
al hombre existen "opidceos endégenos” es reciente. El término describe a las
sustancias que se encuentran en forma natural en el encéfalo y en otros
érganos, y que tienen efectos farmacolégicos similares a la morfina (Frede-
rickson y Geary, 1982). El conocimiento sobre los péptidos endégenos a
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aumentado ripidamente desde que a mediados de los afios 70's aparecieron los

primeros trabajos que reportaron su existencia (Rossier y Chapouthier, 1983).

Todos los péptidos endégenos pertenecen a una de las tres siguientes familias:

.l._

La proopiomelanocortina (POMC), es una proteina de 267 aminodcidos,
con peso molecular de 36000 daltones (Joseph, Louis y Aréchiga, 1983),
es precursora de la beta-endorfina polipéptido formado por 33
aminodcidos, la hormona adrenocorticotrépica (ACTH), de la beta-

lipotropina y de hormona estimulante de los melanocitos (MSH).

La proencefalina A, es el precursor comiin de la met-encefalina y de Ia
leu-encefalina, ambas son pentapéptidos que se diferencian entre si por
su aminodcido terminal del cual deriva su nombre, del péptido E y del
péptido F,

La proencefalina B (prodinorfina), esta molécula es precursora de la
alfa neodinorfina, de la beta neodinorfina, de la leu-morfina y de la leu-
encefalina (Salin-Pascual y Ortega Soto, 1989).

En general, las encefalinas se diferencian de Ias endorfinas en su :

8)  precursor quimico: para las encefalinas proencefalina Ay B, y

para las endorfinas es lIa POMC.

b) distribucién en el cerebro (ver tabla 1).
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. €) vida media: para las encefalinas es corta, de pocos minutos, para

las endorfinas es de varias horas.

Ld) tamaiio molecular: las encefalinas son de cadena corta, pentapép-

tidos y las endorfinas son de cadena larga, polipéptidos.

e) potencia analgésica: las encefalinas son 0.2 veces més potentes

que la morfina y las endorfinas son 3 veces mds (Salin-Pascual y
Ortega Soto, 1989).

globo pélido hipotilamo medial
hipotélamo medial tdlamo paraventricular
niicleo accumbens sustancia nigra
sustancia gris sustancia gris
" amigdala nmiicleo amigdaloide medial
nicleo caudado locus ceruleus
télamo zona incierta
cerebelo
Tabla 1

Distribucién cerebral de las encefalinas y de las endorfinas
(Adler, 1980).
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Los opidceos endégenos y exégenos producen catalepsia, marcha en
circulos y conducta estereotipada, en ratas, cuando son administrados por via
sistémica. Es probable que estos efectos estén relacionados con las acciones
sobre los receptores opidceos de la sustancia nigra y del micleo caudado e
implican interacciones con sistemas DAérgicos y GABAérgicos (Goodman y
Gilman, 1991).

Las subnormalidades neuroquimicas de la enfermedad de Huntington
incluyen pérdida de fibras estriado-palidales y estriado-nigrales lo que conduce
a deficiencias en los niveles de GABA y encefalinas en el globo pdlido (Ruzicka
y Jhamandas, 1990).

EL RECEPTOR OPIACEO

Para que las sustancias opidceas tanto endégenas como exégenas puedan
ejercer su accién necesitan unirse a un receptor. Un receptor es una molécula
de origen protéico que se puede localizar en el interior o en el exterior de las

células,

Un modelo tridimensional del receptor opifceo posee las siguientes
- caracteristicas:

1.- una zona aniénica, capai de unirse al nitrégeno amfnico de la
morfina.
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2.- una zona plana, que se une al anillo bencénico, y

3.- una cavidad que se une al resto de 1a molécula (Litter,1988),

La férmula quimica de la morfina difiere mucho de las de los opidceos
endégenos, pero la forma que adoptan en el espacio es muy semejante por lo
cual se pueden unir al mismo tipo de receptor (Rossier y Chapouthier, 1983).

Se han caracterizado tres tipos de receptores opidceos :

a) mu ( p ) los cuales tienen mayor afinidad a la morfina y a las
encefalinas

b) kappa (x) con afinidad a la ketociclazocina que es una agonista

opidceo sin uso clinico y
c) delta ( & ) con afinidad a las encefalinas y a las endorfinas.

Se cree que los diferentes efectos producidos por las sustancias opidceas
pueden ser debido a la diversidad de receptores (Litter, 1988).

Por medio de estudios autorradiograficos en cortes coronales de cerebro
. de rata (Pert y Snyder, 1975), se caracterizaron receptores opidceos en el
caudado, zona compacta de la sustancia nigra y sustancia gelatinosa de la
médula espinal.
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Se propone (Litter, 1988) una localizacibn mds amplia de estos
receptores, aunque no se especifica de que tipo: tdlamo, hipotdlame, corteza
frontal, sistema limbico, nicleo amigdaloide, hipotdlamo, nicleos septales,
sustancia gris periacueductal, protuberancia, bulbo, lecus ceruleus y sustancia
gelatinosa.

En experimentos recientes realizados en cerebro de cobayo se encontré
la siguiente distribucién de receptores kappa y mu:

KAPPA MU
Corteza prefrontal Zona compacta de la SN
Zona reticulada de la SN Amigdala
Pélido ventral Niicleo accumbens
Nicleo accumbens Coliculo
Tubérculo olfatorio Nicleo caudado
Hipotdlamo lateral

Pélido ventral

Bulbo olfatorio

Por su localizacién se puede pensar que interacttian con el sistema
dopaminérgico (Lahti y cols., 1989).

Recientemente (Hoffman y cols., 1991), se ha estudiado la participacién
de los receptores mu ( p ) en la actividad motora de la rata, Se administré
unilateralmente en el pdlido ventral el agonista p DAGO y se observé un
incremento en la actividad motora.
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LA NALOXONA

Existen varios derivados de los hipnoanalgésicos que actian como
antagonistas de los mismos por un mecanismo de competicién a nivel de los
receptores opidceos celulares debido a la analogia de estructura quimica. De
estos compuestos conviene sefialar a 1a naloxona y la nalorfina, La naloxona
deriva del alcaloide semisintético oximorfona y la nalorfina de la morfina. La
nalorfina posee propiedades agonistas y antagonistas opidceas lo que constituye
un caso cldsico de dualismo competitivo, en cambio la naloxona es un
antagonista puro. La accién sobresaliente de la naloxona es su capacidad de
prevenir y contrarrestar las acciones de la morfina; antagoniza la analgesia,
el sueilo, la depresién respiratoria, los espasmos gastrointestinales y 1a miosis,
entre otras. El mecanismo de accién por medio del cual se logran estos efectos
estd totalmente claro, se trata de un antagonismo de competicién por
ocupacién de los receptores especificos, por lo cual el agonista opidceo ne
puede producir sus efectos. El empleo de naloxona marcada con Tritio ha
demostrado que se une a la membrana de las células nerviosas donde se
localizan los receptores opidceos, de la misma forma que los péptidos
endégenos (Litter, 1988; Goodman y Gilman, 1991).

La absorcién de 1a naloxona es excelente por via parenteral y sus efectos
se presentan a los 15 minutos siguientes de su administracién, se metaboliza
en el higado y es excretada por medio de la orina. Su indicacién terapéutica

es en caso de intoxicacién por opidceos naturales, semisintéticos o sintéticos,

32



obteniéndose resultados satisfactorios, ademds se puede utilizar en el
diagnéstico de adiccién a opidceos (Litter, 1988).

Por otra parte, la naloxona ha sido empleada extensamente en
experimentos sobre memoria y aprendizaje (Izquierdo, 1980; Izquierdo y
Graudenz, 1980; Izquierdo y Dias, 1983; Nabeshima y cols., 1983; Itoh y cols.,
1987).

LOS PEPTIDOS ENDOGENOS Y EL APRENDIZAJE

Una de las funciones esenciales de los péptidos endégenos serfa la de
actuar como neurotransmisor de las neuronas que inhiben el dolor en la
médula espinal. Ademds de esta funcién se cree que intervienen en otras en las
que se incluye el aprendizaje y la memoria.

Administracién Sistémica.

Al inicio de las década de los 80's se observé que las ratas que eran
inyectadas sistémicamente con beta endorfina aprendian mds rdpido cierta
tarea, efecto que podia ser bloqueado por naloxona (Goldberg, 1989), estos

resultados son opuestos a los encontrados por De Almeida e Izquierdo (1989).
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Introini y cols., (1985) administraron por via intraperitoneal a grupos
independientes de ratas beta endorfina, morfina, leu y met-encefalina y
naltrexona, a excepcién de la iltima droga todas las anteriores provocaron una
deterioro significativo en la retencién de una prueba de evitacién pasiva, la
naltrexona favorecié la retencién. Izquierdo (1979) utilizé morfina y naloxona
y obtuvo los mismos resultados en una tarea de evitacién activa, es decir la
naloxona aumenté 1a retencién y la morfina la disminuyé. Resultados opuestos
fueron encontrados cuando se administré morfina a ratones por via intrape-
ritoneal, en este estudio facilité 1a retencién de una tarea de evitacién pasiva,
ademis dicho efecto fue totalinente antagonizado por la naloxona administra-
da por la misma via. Por otro lado, se sugiere que los receptores opidceos mu

( n ) estén involucrados en dichos procesos (Shiigi y cols., 1990).

Se han realizado numerosos estudios con el objetivo de esclarecer las
funciones de los péptidos enddgenos y sus posibles interrelaciones con otros
neurotransmisores. Hasta el momento existen evidencias (Baratti y cols.,1984;
Introini y Baratti, 1984) de que el antagonista muscarinico atropina revierte
el efecto facilitador de la naloxona en una tarea de evitacién pasiva cuando se
administra por via intraperitoneal. Ademds, la administracién del agonista
muscarinico oxotremorina revierte completamente ¢l deterioro en la retencién
producido por la administracién de beta endorfina, administrado a ratones por
la misma via. Se sugiere que los antagonistas opidceos favorecen la liberacién
de acetilcolina desde las neuronas colinérgicas.

En otros trabajos ha quedado establecido que cuando se administra por

via intraperitoneal naloxona a ratas entrenadas en una tarea de evitacién
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pasiva facilita la retencién, de manera contraria la administracién de beta
endorfina por la misma vfa produce amnesia (Izquierdo y Graundez, 1980;
Izquierdo, 1980; Izquierdo y cols.,1980).

La administracién intraperitoneal de sustancia P a ratas, produce un
aumento en la retencién cuando se utiliza una tarea de evitacién pasiva, este
efecto se obtiene cuando la administracién se hace 5 horas después del
entrenamiento. Este efecto aumenta cuando se administra naloxona 30 minutos
antes del entrenamiento. Debido a estas observaciones, se piensa que el sistema
opioide esta involucrado en los procesos de memoria (Tomaz y cols., 1990).

Administracién Intracerebroventricular.

De Almeida e Izquierdo (1984), utilizaron un paradigma de evitacién
pasiva, administrando por via intracerebroventricular beta endorfina y
encontraron que la latencia de retencién aumentaba significativamente, en este
trabajo se concluyé que la beta endorfina actiia a nivel del sistema nervioso.
Utilizando la misma via de administracién Stein y Belluzi (1978) administra-
ron a grupos diferentes de ratas morfina, leu-encefalina y met-encefalina. Los
animales fueron sometidos a una prueba de evitacién pasiva previa a Ia
" administracién. Encontraron que las tres sustancias son facilitadoras del
aprendizaje.
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En otro trabajo, la administracién intracerebroventricular de beta
endorfina y de met-encefalina a grupos independientes de ratas predujo
amnesia retrégrada, en una tarea de evitacién pasiva. (Lucion y cols., 1982).
Las dosis utilizadas en este experimento (5 a 25 ng) son compatibles con la
- cantidad de beta endorfina liberada en el cerebro durante el entrenamiento de
esta tarea. Estos resultados son consistentes con los de Itoh y cols., (1987), en
este trabajo los autores administraron beta endorfina por via intracerebroven-
tricular y sometieron a los animales a una prueba de evitacién pasiva, y
encontraron un deterioro no significativo en la latencia de retencién. Por otro
lado, 1a administracién intraperitoneal del antagonista opidceo naloxona tuvo
accién facilitadora sobre la misma tarea. De forma general se propone que los
péptidos endégenos estén involucrados en los procesos de memoria y de
aprendizaje.

Lesiones cerebrales.

En experimentos realizados con lesiones cerebrales tanto neurotéxicas
como electroliticas (Thompson y cols., 1984a, 1984b y 1986) en el globo pélido,
sustancia nigra, tdlamo lateral y rafe medio, se encontré un deterioro
significativo en la retencién de una tarea de discriminacién visual y de plano
inclinado. En estos trabajos se sugiere que dichas estructuras formen parte del
“sistema general de aprendizaje”. El resultado de las lesiones irreversibles en

¢l globo pédlido pueden tener relacién con la presencia de fibras endorfinérgi-
- cas en esta estructura.
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Efectos de la manipulacién colinérgica del NC.

~ Elinterés por conocer los complejos procesos de memoria y aprendizaje
ha conducido al estudio conductual de algunas estructuras subcorticales, entre
ellas el nicleo caudado, dado que dicha estructura posee caracteristicas
determinadas tanto anatémicas como bioquimicas (Prado-Alcald, 1985).

La actividad colinérgica del estriado durante los procesos mnémicos ha
sido explorada ampliamente, se han hecho administraciones tépicas de di'ogns
tanto colinérgicas como anticolinérgicas, de forma general se sabe que las
primeras producen una facilitacién del. aprendizaje y las segundas son
inhibidoras de éste. Se ha evidenciado un deterioro dependiente de la dosis de
colina en el aprendizaje cuando la colina se administra en el nicleo caudado
de gatos. Asi, dosis pequeiias mejoran la ejecucién y dosis altas Ia deterioran.
La dosis de 7.69 pg de colina mejoran la ejecucién y 15.38 pg la blogquean
(Cobos-Zapiain y cols., 1977; Prado-Alcald y Cobos-Zapiain, 1979).

A diferencia de 1a colina, la escopolamina produce un bloqueo en la
ejecucién de una tarea instrumental, este efecto se ve disminuido cuando los
sujetos de experimentacién estdn sobreentrenados, esto se puede interpretar
como que la participacién del caudado en los procesos de memoria se limita
a la etapa de adquisicibn y mantenimiento temprano (Prado-Alcald y cols.,
1978, 1980). Este mismo efecto del sobreentrenamiento se obtiene cuando se
utiliza atropina (Giordano y Prado-Alcald, 1986).
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Cuando la neurotoxina colinérgica AF64-A es administrada en el niicleo
caudado de ratas entrenadas en una tarea de evitacién pasiva, la ejecucién de
ésta se vé disminufda, estos datos refuerzan la hipétesis de la participacién
colinérgica del caudado en los procesos mnémicos (Sandberg y cols., 1984). En
estudios recientes (Diaz del Guante, Cruz-Morales y Prado-Alcald, 1991), se
sugiere que la actividad colinérgica del cuerpo estriado estd involucrada en la
consolidacién de la memoria. Un punto relevante en estudios posteriores con
el niicleo caudado seria explorar ampliamente su actividad encefalinérgica en

los procesos de memoria y aprendizaje.
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Antecedentes Relevantes

Existen evidencias experimentales que avalan la participacién del niicleo
caudado en los procesos de memoria y aprendizaje, en particular utilizando
un paradigma de evitacién pasiva (Sandberg y cols., 1984; Giordano y Prado-

Alcald, 1985), misme que se emplea en este trabajo.

No existen reportes sobre el uso del antagonista opidceo naloxona
administrado "in situ", la mayoria de los trabajos en los que se utiliza esta
droga se ha administrado por via sistémica (Izquierdo y Graundez, 1980;
Izquierdo, 1979, 1980; Shiigi y cols., 1990). Los trabajos que reportan lesiones
irreversibles en el globo pélido han demostrado la participacién de dicha

estructura en la retencién de una tarea (Thompson y cols., 1984a, b; 1986).

A pesar de las controversias en los resultados de los trabajos citados, es
evidente que un campo fructifero en la investigacién con los opidceos
enddgenos es conocer su papel funcional sobre la actividad de las estructuras
en las que estdn presentes (Adler, 1980; Haber, 1985a, b), en términos de los
circuitos neuronales involucrados en los diferentes procesos en los que intervie-
_ nen (Salin y Ortega, 1989), y es por ello que se realizé el presente trabajo,
como una extensién para esclarecer el papel que los opificeos endégenos juegan

en los procesos de memoria y aprendizaje.
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HIPOTESIS

La administracién de la antagonista opidceo naloxona en
el GP y en el NC de ratas produce un deteriore en la retencién

de una tarea de evitacién pasiva.

OBJETIVO

Determinar el efecto de 1a naloxona sobre 1a memoria de

largo plazo cuando se administra en ¢l GP y en el NC de ratas.
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I- METODOLOGIA

SUJETOS DE EXPERIMENTACION

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar, procedentes del Bioterio
General de 1a ENEP-Iztacala, cuyo peso oscilé entre 300 y 350 gramos que
fueron mantenidas en cajas individuales de acrilico con libre acceso a agua y

alimento y periodos de luz y oscuridad alternados de doce horas cada une.

CAJA DE CONDICIONAMIENTO

Una caja de prevencién pasiva constituida por dos compartimientos de
las mismas dimensiones 30 X 30 X 30 cm., separados por uma puerta
deslizable. El piso de uno de los compartimientos fue hecho con barras de
aluminio de 6 mm de didmetro separadas 1.5 cm., una de otra, este comparti-
miento fue denominado compartimiento de seguridad (CS). El otro comparti-
miento tenia las paredes laterales en forma de V hechas de acero inoxidable,
cafan desde la parte superior de la caja hasta el piso con una separacién de 1.5
cm. entre ellas, este compartimiento denominade de castigo (CC) se electrifica-
ba con un generador de choques eléctricos (Estimulador EC 2). Esta caja se
encontraba en un cuarto sonoamortiguado para disminuir los ruidos que
pudieran interferir en el experimento. La iluminacién en la caj a de condiciona-

miento se producia con un foco de 10 wats de color verde localizado en el CS.

41



IMPLEMENTOS PARA IMPLANTAR

Cénulas para implantacién intracraneal de 1 cm de longitud, hechas a
partir de agujas hipédermicas del nimero 21, tornillos de 32vos de pulgada,
acrilico dental y su disolvente, jeringas de 1 y 3 ml, taladro de alta velocidad
y un juego de desarmadores de joyero, material quirirgico y un aparato
estereotdxico.

MATERIALES PARA ADMINISTRAR

Para la administracion de la droga se utiliz6 una bomba de infusién
SAGE modelo 355 acoplada a una microjeringa Hamilton de 10 gl. A 1a misma
microjeringa se le adapt6é una cdnula epidural del nimero 22, el otro extremo
de la cédnula epidural tenfa acoplado un inyector de 1 cm. de longitud hecho
a partir de una aguja dental del nimero 27 largo.

SOLUCIONES

Solucién salina 0.9%, una caja de 10 ampolletas de naloxona (Du Pont),
solucién de formaldehido al 10%, 10 cajas de penicilina benzatinica, pento-
barbital sédico y agua destilada.
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PROCEDIMIENTO

Cada animal fue asignado a una de las siguientes condiciones: a) no
implantados, b) con cdnula implantada en el globo pélido derecho, ¢) con
cdnula implantada en el globo pélido izquierdo, d) con céinula implantada en
el nicleo caudado derecho, €¢) con cdnula implantada en el niicleo caudado
izquierdo. Las céinulas para la aplicacién tépica de sustancias a nivel
intracerebral fueron implantadas en forma unilateral bajo anestesia general

(pentobarbital sédico, 40 mg/kg, via intraperitoneal).

CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Después de anestesiado el animal, se afeité 1a parte superior del créneo y
se fijé al aparato extereotédxico. Una vez fijado el sujeto de experimentacién
se expuso el crdneo por medio de una incisién longitudinal sobre la piel de la
cabeza de aproximadamente 2 cm. Inmediatamente se removié el periostio
para localizar los puntos de referencia estereotdxica; bregma y lambda. Se
colocaron dos tornillos de 32avos en dos orificios hechos en el crineo, uno a
cada lado de la linea media. Para las ratas implantadas en el globo palido se
utilizaron las siguientes coordenadas: A =-0.3,L =23 y H=-75. Para las
ratas implantadas en el nicleo caudado las coordenadas fueron A = - 0.3, L
=23y H = - 3.5 tomadas del atlas de Paxinos y Watson (1982). Las cfinulas
fueron fijadas al créneo con Ia ayuda de los tornillos y acrilico, al finalizar la
cirugia se le administro a cada animal penicilina benzatinica (50, 000 Ul/kg)
para evitar infecciones. Cada grupo experimental estuvo integrado por 10
ratas.
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SESION DE ADQUISICION (SA)

Se colocé al sujeto de experimentacién en el compartimiento de
seguridad y diez segundos después se levanto la puerta deslizable dejando libre
acceso al CC, en ¢l momento en que la rata puso las cuatro patas en él se
cerré la puerta y se aplicé un choque eléctrico en las patas de 0.3 mA/S
segundos, después se abrié la puerta y se permitié al animal pasar al CS. Los
pardmetros que se cuantificaron fueron: el tiempo que tardo el animal en
pasar del CS al CC (latencia de adquisicién, LA) y el tiempo que tardé en
pasar del CC al CS (latencia de escape, LE).

ADMINISTRACION DE LA DROGA

La administracién se realiz6é dos minutos después de la SA. Encontrandose
la rata en su caja-hogar, se le colocé el inyector dentro de la cdnula implanta-
da, inmediatamente se encendié la bomba de infusién, el volumen que se
inyecté fue de dos pl durante dos minutos, el inyector se dej6 dentro de la
cdnula dos minutos més para una mejor difusién de la sustancia. Durante el
tiempo de la administracién el sujeto se movié libremente dentro de su caja-
hogar y no presenté anormalidades motoras.

Los sujetos a los que se les administré naloxona la recibieron en dosis
de 0.2, 0.4 y 0.8 pg en dos pl de solucién salina isoténica, cada dosis corres-
ponde a un grupo independiente de ratas implantadas en el globo pilido
derecho. Al grupo de animales implantados en el globo pélido izquierdo se le
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administro 0.8 pg de naloxona, dosis efectiva que produjo amnesia cuando se
administré al globo pélido opuesto. Al grupo control implantados en el globe
pélido derecho se le administré dos pl de solucién salina isoténica.

A los grupos de ratas implantédas en el nicleo caudado derecho se les
administré 0.4 y 0.8 pg de naloxona en dos pl de solucién salina. Al grupo de
animales implantados en el niicleo caudado izquierdo se les administré 0.8 pg
de naloxona, dosis efectiva que produjo amnesia cuando fue administrada en
el niicleo caudado opuesto. Al grupo control se le administré dos pl de solucién
salina en la misma estructura.

A los sujetos del grupo control integro, no implantados, se les sometié
a la SA y ala SR, con el fin de obtener la intensidad de choque eléctrico
adecuado para nuestros experimentos con ratas implantadas.

SESION DE RETENCION

Veinticuatro horas después de 1a sesién de adquisicién, se meti6 al sujeto
al CS durante diez segundos, luego se abrié la puerta y se midié el tiempo que
" tardé en pasar al CC (latencia de retencién, LR). El criterio para designar que
hubo retencién fue de 600 segundos sin que la rata pasara al CC.
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ANALISIS HISTOLOGICO

Al terminar el experimento, cada uno de los sujetos fue sacrificado con
una sobre dosis de pentobarbital sédico y perfundido con 250 ml de solucién
de formaldehido al 10%, una vez terminada la perfusién se extrajo el cerebro
y se puso en un frasco con solucién de formaldehido al 10%. Ya que para el
andlisis histolégico sélo se requiere la parte del cerebro que tiene la trayectoria
de la cénula, se realizaron cortes paralelos de la parte mds anterior y de Ia

- mds posterior obteniéndose la porcién que contenfa la trayectoria.

Esta porcién de cerebro se colocé en la base de un microtomo de
congelacién y se congelé con biéxido de carbono, inmediatamente se
realizaron cortes de 50 micras de espesor, cada rebanada se desprendié de la
cuchilla con un pincel y se suspendi6 en agua destilada. Se eligieron los dos
mejores cortes y se colocaron en una laminilla la cual se puso en una
ampliadora y se realizé la impresién en papel fotogrifico kodabromide F-2
(Skinner, 1983).
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IIl. RESULTADOS

En los grupos de animales implantados con cénula en el globo pélide
derecho que se les administré solucién salina, 0.2, 0.4 y 0.8 pg de naloxona, se
comprobé por medio de un andlisis de varianza no paramétrico de Kruskal-
Wallis que no hubo diferencia significativa entre ellos cuando se compararon
las LA (H = 2.245; gl =3 y P > 0.5230). Se encontraron los mismos valores no
significativos cuando se compararon las LE (H = 4,1414; gl = 3 y P > 0.2000).
En contraste, diferencias significativas fueron encontradas cuando se
compararon las LR (H = 19.72; gl = 3 y P < 0.0002) (Griéfica 1), de los grupos
 mencionados sin incluir el grupo de animales integros.

El grupo de sujetos implantados en el globo pélido izquierdo se les
administré la dosis efectiva de naloxona con e} objetivo de comprobar la
bilateralidad funcional de dicha estructura. Ya que sélo se compararon estos
dos grupos, globo pélido derecho contra globo pélido izquierdo con 0.8 pg de
naloxona, se utilizé 1a pruba U de Mann-Whitney, los resultados fueron U =
30 y P = 0.13, lo que indica que no hay diferencia significativa ya que la P es
mucho mayor a 0.05 (Gréfica 2).

Entre los grupos experimentales con cdnula implantada en el nucleo
caudado derecho a los cuales se les administré solucién salina, 0.4 y 0.8 pg de
naloxona, no huboe diferencia significativa cuando se compararon las LA (H
= 2.965; glA= 2y P > 0.2270). El mismo anélisis no paramétrico demostré que

no hubo diferencias significativas entre estos grupos cuando se compararon sus
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LE (H = 16.774; gl = 2 y P > 0.2163). Por otro lado, cuando fueron compara-
das las LR diferencias altamente significativas fueron encontradas, H = 25.8;
gl=2 y P < 0.0001 (Grifica 3).

Ademis, se compararon el grupo implantado en el micleo cahdado
izquierdo contra el grupo implantado en el nicleo caudado derecho, a los
cuales se les administré la dosis efectiva de naloxona, 0.8 pg, se utilizé la
prueba para muestras independientes de Mann-Whitney y no se encontré
diferencia significativa, U = 38.500 y P = 0.19 (Grifica 4).

HISTOLOGIA

Por medio de Ia técnica histolégica fotografica se determiné que las puntas
de las cénulas se localizaron en el globo pélido derecho, en el globo pélido
izquierdo, en el nicleo caudado derecho y en el nicleo caudado izquierdo.
(Figuras 5, 6, 7 y 8).
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GRAFICA 2. Promedio de latencias de retencién de los grupos con
’ cfinula implantada en el GP izquierdo y en el GP derecho.
Se les administré 0.8 pg. de naloxona. La retencién se

midi6 24 horas después.
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FIGURA S. Representaciones esquemsticas de los sitios donde se encontraban las
puntas de las cdnulas implantadas en el globo pélido derecho. Las
secciones coronales estdn sacadas del Atlas Kdning y Klippel (1963).
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FIGURA 6. Representaciones esquemdticas de los sitios donde se encontraron las
puntas de las cdnulas implantadas en el globo pdlido izquierdo. Las
secciones coronales estdn sacadas del Atlas Koning y Klippel (1963).




FIGURA 7. Representaciones esquemdticas de los sitios donde se encontraron las
puntas de las cdnulas implantadas en el niicleo caudado derecho. Las
secciones coronales estdn sacadas del Atlas Kéning y Klippel (1963).
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FIGURA 8. Representaciones esquemsgticas de los sitios donde se encontraron las
puntas de las cdnulas implantadas en el nicleo caudado izquierdo. Las
secciones coronales estdn sacadas del Atlas Kéning y Klippel (1963).
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DISCUSION

Los datos experimentales obtenidos sugieren que el sistema encefalinér-
gico estriado-palidal, de ratas macho de la cepa Wistar, participa en los
procesos de memoria a largo plazo. Estos resultados se correlacionan con los
de Stein y Belluzzi (1978), los autores administraron por via ICV el agonista
opidceo met-encefalina y encontraron una facilitacién en la tarea estudiada, en
el presente trabajo se utilizé el antagonista opidceo naloxona y se evidencié un
déficit en la retencién de la tarea. Este decremento depende de la dosis, ya que
a mayor dosis de naloxona es mayor el déficit en la retencién. Una posible
explicacién de estos resultados seria 1a ocupacién de los receptores opioides
presentes en las estructuras estudiadas (Lahti y cols., 1989), por el antagonista
naloxona y se podria sugerir que a mayor niimero de receptores ocupados, es
mayor el deterioro en la retencién. Desde el punto de vista molecular, este
evento seria un antagonismo competitivo, este tipo de antagonismo tiene
efectos opuestos (Litter, 1988).

Estos resultados tienen la misma tendencia para los animales con cdnula
implantada en el globo pélido derecho, en el globo pdlido izquierdo, en el
nicleo caudado derecho y en el miicleo caudado izquierdo, lo que puede ser
indicativo de una relacién neuroquimica muy estrecha entre ambas estructu-
ras, no sélo en cuanto al sistema opioide, sino a otros sistemas como el
GABAGérgico que estd presente tanto en las aferencias como en la eferencias
del NC y del GP, y parece tener una relacién funcional con el primero, como
lo sugieren los trabajos de Moroni y cols. (1978) y Ho y cols. (1976).
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A los sujetos implantados en el globo pilido izquierdo sélo se les
administré la dosis efectiva de naloxona (8 pg) y se obtuvo el mismo efecto que
cuando se administré en el GP derecho, lo que puede indicar que la amnesia
que produjo la droga utiliza el mismo mecanismo tanto en el GP derecho como
en el GP izquierdo, o sea que existe bilateralidad en dicha estructura sobre la
retenciéon de la tarea. Este mismo criterio es extensivo para los sujetos
implantados en el nicleo caudado izquierdo y en el nicleo caudado derecho.

Estos hallazgos confirman la existencia de una estrecha relacién
neuronal estriado-palidal que ha sido previamente avalada por estudios
inmunohistoquimicos (Haber, 1985 a, b).

Los trabajos previes que han utilizado naloxona para conocer su efecto
sobre los procesos mnémicos han utilizado 1a via de administracién sistémica,
1a cual expone a la droga a procesos farmacocinéticos que pueden alterar sus
efectos, estos procesos son evitados por la administracién tépica. Por lo tanto
se sugiere que la molécula de naloxona llegue a sus receptores sin modificacio-
nes estructurales que alteren sus efectos.

Los resultados obtenidos permiten proponer la participacién del sistema
. encefalinérgico estriado-palidal en los procesos de la memoria de largo plazo,
aunque no es posible relacionarlos con la hipétesis que se refiere a la sintesis
de nuevas proteinas o a la que se refiere a cambios permanentes en las células
nerviosas (Lynch y Baudry, 1984; Guyton, 1989; Davis y Squire, 1984), ya que
el mecanismo molecular en el cual se basan los presentes resultados, se explica
por medio de un antagonismo competitivo. Aunque es relevante destacar que
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durante los proceso mnémicos de memoria se efectiia una liberacién de
péptidoé endégenos (Lucion y cols., 1982), lo cual permite suponer que en
alguna via metabélica de las neuronas involucradas se relacionen dicha
biosintesis con 1a produccién de proteinas, esta suposicién se basa en que los
péptidoé endégenos derivan de una macromolécula, la proopiomelanocortina,
que estd constituida fundamentalmente por aminodcidos (Rossier y Chapout-

hier, 1983). Por iiltimo, 1a hipétesis del presente estudio, fue corroborada.
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