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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivos determinar el efecto de
diferentes sustancias noradrenérgicas sobre el aprendizaje espacial
y ademds determinar el efecto del aprendizaje, de la administracién
de drogas noradrenérgicas o ambas condiciones sobre la poblacidn de
receptores a, y a,-noradrenérgicos en diferentes &dreas del cerebro
de rata. El estudio del aprendizaje espacial se llevé acabo en un
laberinto radial de ocho brazos, bajo un programa de aprendizaje
optimizado o bien limitado en su velocidad de adgquisicién. Solo
después de la tltima sesién de aprendizaje optimizado, se determind
la densidad de receptores oy a, noradrenérgicos por el método de
"binding o de unién".

Los resultados del aprendizaje indican, que la anfetamina, un
agonista indirecto a;, el idazoxan y el atipamazole que son drogas
antagonistas @, administrados en forma semicrénica y aguda
produjeron un incremento tanto en la velocidad de adquisicidén como
en el nimero maximo de aciertos. Estc solo sucedid en un
aprendizaje bajo condiciones 1limitadas en su velocidad de
adquisicién. El efecto de la administracién semicrénica de estas
mismas drogas en un aprendizaje optimizado, no produjo cambios
significativos. La administracién del antagonista a,; prazosina y
del agonista @, aminoclonidina, produjeron un bloqueo en la
adguisicién del aprendizaje.

Los hallazgos en los cambios de la densidad de receptores o y o,—
noradrenérgicos, en la mayor parte de los casos, estuvieron de
acuerdo a lo esperado. Por un lado el efecto del aprendizaje
espacial optimizadeo disminuyd la poblacién de receptores a; Yy
aumenté la de los receptores o,, y por otro la administracién
semicrénica de agonistas @, y antagonistas a,-noradrenérgicos
disminuyeron la poblacién de receptores a; ¥y a, respectivamente. Por
dltimo la administracién semicrénica de antagonistas @, y agonistas
a, aumentaron la poblacién de receptores @, Y a, respectivamente.



INTRODUCCION

ASPECTOB GENERALES DE LAS CATECOLAMINAS.

Actualmente, en el sistema nervioso central (SNC) se ha
‘encontrado un gran nGmero de sustancias que han sido identificadas
como neurotransmisores y como neurcomoduladores. En el primer caso
uno de los m&s estudiados es la acetilcolina. Otros amino&cidos
como el &cido glutamico y el a-cetoglutdrico, son considerados
también como neurotransmisores. En el segundo caso existe entre
otros, una familia de neuromoduladores llamados catecolaminas (CA):
adrenalina (AD), noradrenalina (NA) y la dopamina (DA).

Las catecolaminas (CA) son sintetizadas apartir de la tirosina
proveniente de los alimentos. Las CA son compuestos que poseen un
grupo catecol y una etanolamina o uno de sus derivados. La tirosina
es un aminodcido escencial que cruza la barrera hematoencefalica y
es capturado por un mecanismo de transporte activo por los somas de
las terminales neurconales catecolaminérgicas (Moore, 1582),

Estas aminas son sintetizadas en las terminales nerviosas
tanto la NA como la AD y DA son almacenadas en las vesiculas del
botdn sinaptico, donde son protegidas de enzimas que las degradan.
Existen dos caminos para el catabolismo de la NA, unc es por una
reaccién de desaminacién por medio de la enzima monoamino-oxidasa

(MAO) y el otro es por medio de una reaccién de metilacién en el



dtomo del C; del anillo aromdtico por medio de la enzima catecol-
orto metiltransferasa (COMT) figura 1 (Fillenz, 1990).

Concentraciones relativamente grandes’de NA se encuentran en

el hipotalamo y en ciertas zonas del sistema limbico (Brownstein,

1974), asi como en el n(cleo central de la amigdala (Lindvall,

1978) y.en la circonvolucién dentada del hipocampo (Keda, 1977).

. Pero esta CA también esta presente en cantidades significativas

pero menores en casi todas las regiones del encéfalo.



Figura 1
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DISTRIBUCION DE LAS FIBRAS NORADRENERGICAS.

El conocimiento de la localizacidn y funcién de las neuronas
y vias noradrenérgicas ha progresado rapidamente, gracias al
desarrollo de . procedimientos de histofluorescencia con vapor de
formaldehido (Dahlstrom, 1964; Lindvall, 1978; Falk, 1962),
técnicas inmunohistoquimicas (Geffen, 1969) y por medio de técnicas
de inmunocitoquimica (Sternberger, 1979; Granna, 1978).,

_Estudios que han desarrollado mapas detallados indican, que
casi todas 1las neuronas noradrenérgicas surgen de un niaceleo
localizad6 en la protuberancia, el "locus coeruleus” (Amaral, 1977)
o bien en neuronas de la porcién tegmental lateral de la formacién
reticular (Moore, 1982). Desde este conglomerado de neuronas,
miltiples proyecciones muy ramificadas inervan células efectoras
especificas en gran nimero de campos corticales, subcortic;ales y
espinomedulares (Foote, 1983).

Las neuronas del 1locus coeruleus se proyectan de 1la
protuberancia al cerebelo, a la medula espinal, al talamo y a
varias zonas corticales, pero la funcién propia de estas regiones
efectoras, no se interrumpe cuando las fibras noradrenérgicas se
destruyen experimentalmente indicando gque estas neuronas forman una
estructura funcionalmente par'alela, pero no Jjerdrquica (Thoenen,
1973; Hobson, 1975; Cash,1986).

El locus coeruleus contiene el 43% de todas 1és neuronas

productoras de NA en el cerebro de rata y ellas envian proyecciones



especialmente a las estructuras néocorticales {(savaki, 1982). Entre
las regiones que se encuentran inervadas estdn, la neocorteza, el
hipocampo, el tdalamo y el cerebelo (Lindvall, 1978). También el
nicleo intersticial de la estria terminal recibe una densa
inervacién noradrenérgica y tiene conexicnes con los nilcleos del
septum predptico, hipotalamico, los nlcleos amigdalinos y el nicleo
del tractus solitario, ya que toda esta regién del encefalo es rica
en cuerpos celulares y terminales nerviosas que contienen NA,

figuras 2 y 3 (Savaki,1982).



Fig 2
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FUNCIONES FISIOLOGICAS DE LAS NEURONAS NORADRENERGICAS.

Las CA son compuestos reguladores importantes y producen una
variedad de efectos fisioldgicos. Entre las funciones que regula
este sistema estdn las funciones cardiovasculares (Snyder, 1975),
la actividad motora y el ciclo suefio-vigilia. Ademds, se ha
sugerido que las neuronas noradrenérgicas estan involucradas en una
variedad de funciones conductuales: incluyendo la atencidén {(Mason
y Iversen, 1979), el aprendizaje, (Quartermain, 1983; Archer,
1986a), los cambios motivacionales (Ahlskog, 1973), el estrés
(Cassens, 1980), la memoria (Archer, 1986a; Flood y Jarvaik, 1976;
McGaugh, 1989; Sara,1991), la ansiedad (Gray, 1982; Redmond, 1979)
Yy la nociocepcién (Millan, 1992). Las mismas CA tienen un efecto
periférico definido con respecto al estrés y la conducta emocional.
Una de las hipoétesis de la accidén de las CA es en los transtornos
afectivos, sefiala que la depresién puede relacionarse con la
deficiencia de CA en los adrenoreceptores. En tanto que en la

mania, probablemente se deba a un exceso de CA (Hollister, 1987).

Por otra parte, se ha encontrado deficiencia de NA en algunas
areas del cerebro de roedores de edad avanzada (Estes y Simpkins,
1980). Esto se le atribuye en parte a la perdida de las neuronas
del tallo cerebral que contienen NA y al decremento en el contenido
de este neuromodulador en dichés neuronas (Estes, 1980). También se
ha evidenciado deficiencia &e NA en pacientes con mal de Parkinson
(Farley y Hornykiewicz, 1976; Cash, Ruberg y Raisman, 1984;

Mason,1984), en pacientes con enfermedad de Alzheimer (Tomilson,



Irving y Blessed, 1981) y en pacientes en estado depresivo
(Hollister, 1987; Siever, 1987). En algunos casos esta deficiencia
se acompafia de una perdida de un 80 % en el nimero total de células

del locus coeruleus.

LO8 RECEPTORES ADRENERGICOS.

Ahlgiiist en 1948 estudié el efecto de una serie de aminas
simpaticomiméticas sobre una variedad de tejidos in vivo e in vitro
y encontré que las sustancias presentaron dos distintos rangos de
potencia. Debido a esas diferencias en la potencia propuso que
existen dos tipos de adrenoreceptores (AR) a los que se les llamd
receptores a y B, los cuales tienen diferente afinidad para la AD
y para la NA en varios tejidos tanto in vitro, como en in vivo, Yy
que pueden ser caracterizados farmacolégicamente por el uso de
sustancias agonistas y antagonistas.

Posteriormente Lands y col., en 1967 clasificaron a los AR
beta en: B, encontrados predominantemente en corazén y que regulan
los efectos inotrépico y el cronotrdpico positivo de las CA en
estas estructuras y los receptores 8, encontrados principalmente en
tejidos periféricos.

Los AR o fueron clasificados en receptores «;y a, (Langer,
1974). Los receptores a; se encuentran primordialmente en la parte
postsindptica y median la respuesta del érgano efector. Mientras
que los receptores ¢, se encuentran predominantemente en la parte

presindptica y regulan la respuesta de 1la 1liberacién del

10



neurotransmisor (figura 4). Sin embargo recientemente este receptor
se ha encontrado tanto en la porcidén pre como en la postsinaptica

(Mc Grath, 1983).
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Figura 4
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Posteriormente se ha suqer:ido que los AR no deberian ser
caracterizados por su distribucidn anatémica en la sindpsis, sino
por su especificidad farmacolégica. Asi por ejemplo, los AR g
tienen una alta afinidad a "sustancias agonistas como a la
fenilefrina, metoxamina y 6-fluoronorepinefrina. Entre 1los
antagonistas a los AR a, se han descrito algunos como: prazosina,
WB~4101, fenoxibenzamina, benoxatian y benetramina. Los agonistas
@, tienen alta afinidad a la clonidina, para-aminoclonidina, UK
14304, BT933 y BHT920 (Tabla 1). Finalmente los antagonistas de los
receptores a, descritos son: rauwolsina, yohimbina, idazoxan vy
RX821002 (Ruffole, 1990).

Por otra parte, se han detectado subtipos de los sitios de
unién de los receptores a,, los de alta afinidad y los de baja
afinidad, en diferentes tejidos y se sugiere que son los subtipos
de receptor Q. Y iy respectivamente (Lomasney, 1991).
Recientemente se ha propuesto cuatro subtipos de AR @, en base a la
afinidad a diferentes ligandos (Ruffolo, 1990; Lomasney, 1991) .

Estudios de "unién" in vitro han identificadec a los AR en el
SNC, tanto en humanos como en roedores (Cash, 1986). Los receptores
@, ¥ 1los @, se han detectado en diferentes regiones del SNC tales
como: el hipocampo, la corteza frontal, la corteza tempoparietal,
los ganglios basales (nlGcleo caudado, putamen y globus pallidus),
el diencéfalo, el mesencéfalo 'y el cerebelo en el cerebro de rata
(Biegon, 1992; Bylund y U’Prichard, 1983; Jones Yy Gauger, 1984;
Jones, Miller, Gauger y Davis, 1985; Ortega, 1987), en el cerebro

de becerros (U/Prichard, Greenberg, Sheehan y Snyder, 1977), en los

13



primates y los humanos (Bylund y“U'Prichard, 1983; Cash, Raisman,
’ Lanfumey, Ploska y Agid, 1986; Cash Ruberg y Raisman, 1984;
Palacios, Hoyer y Cortés, 1987; Wamsley, 1984). Asi, los sitios de
unidn de estos receptores se encuentran en regiones involucradas en
la regulacién e integracién somatosensorial (Foote, Bloom y Aston-
Jones, 1983),. conductas de evitacidén condicionada (Robson,
Antonaccio, Saelens y Liebman 1978), autcestimulacién (Franklin y
Herberg, 1977), etc. Ademas algunas drogas que actudn sobre estos
receptores modifican tanto el aprendizaje como la memoria

(Quartermain, 1983; McGaugh, 1989).

14



TABLA 1

CLASIFICACION DE LOS AR a Y 8U AFINIDAD POR AGONISTAS Y

ANTAGONISTAS DE LOS RECEPTORES a, O a, *

RECEPTOR AGONISTAS ANTAGONISTAS
Fenilefrina Prasozina
Metoxamina WB-4101
a, 6-Fluornorepinefrina Fenoxibenzamina
Benoxatian
Benextramina
Clonidina Rauvolscina
p-aminoclonidina Yohimbina
a, UK 14304 Idazoxan
B-HT933 Efaroxan
B-HT920 RX 821002
Atipamazole

* (Ruffolo, 1990; Biegon, 1992)
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REGULACION DE LOS RECEPTORES ADRENERGICOS

La regulacién fisiolégica y farmacolégica de la densidad de
los AR es comunmente medida por medio de agonistas o antagonistas
marcados que nos permiten determinar el valor de la unidén maxima a
los mismos AR (Bylund, 1987; Bylund y U’Prichard, 1983). Cambios de
los receptores al parecer estan implicados en los procesos de
supersensibilidad y subsensibilidad en respuesta a sus
neurotransmisores (Bylund y U’Prichard, 1983). Es el caso, que
estos receptores se encuentran inversamente relacionados con la
concentracién efectiva de NA (Bylund y U’Prichard, 1983). Por otro
lado, la regulacidén "hacia arriba" del nfimero de receptores esta
frecuentemente asociado con 1la supersensibilidad (Bylund vy
U’Prichard, 1983), ello es el resultado del decremento en los
niveles de NA o del bloqueo crdnico del receptor por antagonistas
adecuados. También se da el caso de un incremento de la densidad
del receptor «,, después de una denervacién (Sutin y Minneman,
1985) . Igualmente observamos incremento de los «; después del
tratamiento con 6-hidroxidopamina (60HDA) . En suma, el incremento
en la densidad de estos receptores es debido a la kaja
concentracién de NA en la sindpsis, inducido por esta neurotoxina.
Tamkién se da el casc de gque con tratamientos crénicos de
sustancias antagonistas de vlos receptores «, noradrenérgicos
aumenta la densidad de los mismos (Swann, 1981). ‘

contrariamente, el procesc de regulacion "hacia abajo" en el

nimero de receptores esta asociado con una subsensibilidad de los
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receptores y ambos estin relacionados c¢on un incrementeo en la
concentracidén de NA, o con la administracién crénica de agonistas
de la NA (Bylund y U’Prichard, 1983). Sin embargo, cambios opuestos
suceden con la densidad de los receptores presindpticos y los
procesos de sintesis de esos receptores, ya que en este casoc la NA
funciona como antagonista.

La densidad de los receptores a, sufre cambios en el curso de
la vida, como en el caso de roedores que durante las primeras tres
semanas después de nacidos el nimerc de receptores gradualmente se
incrementa hasta un nivel maximo vy después disminuye hasta el
nivel caracteristico del adulto (Bylund y U’Prichard, 1983; Hartley
Seeman, 1983).

Se ha observado un decremento de los receptores o, en el
cerebro de animales viejos (Greenberg y Wiess, 1984). También la
densidad de los receptores a, parece estar sujeta a variaciones
estacionales y ciclos circadicos (Insel y Harvey, 1988; Kafka y
col. 1981). Los cambios hormonales también modifican a este
receptore por ejemplo en el caso de un hipertiroidismo hay un
decremento en la densidad de este receptor (Gross, 198l1). Las
denervaciones producidas por las lesiones electroliticas o por
sustancias quimicas como con la 6-OHDA o la reserpina, pueden
producir un incremento en la densidéd de los receptores a; (Bylund
y U’Prichard, 1983). Se ha 'observado que el tratamiento con
sustancias antagonistas incrementa los receptores a; a nivel del
SNC (Insel y Harvey, 1988; Swann, 1981).

Existe poca informacién concerniente a los cambios centrales

17



de los receptores a,, en condicioﬁés patolégicas; un incremento de
estos se ha observado en hipotdlamo y en tallo cerebral en ratas
hipertensas (Huchet y col., 1983; Gheyouche y col., 1980) y en la
corteza prefrontal de pacientes que sufren la enfermedad de
Parkinson (Cash, 1984 y 1986).

Los receptores «, noradrenérgicos han sido implicados en 1la
autoregulacidén de la transmisidén de NA (Langer, 1974) y algunos
agonistas inducen depresién conductual (Drew, Gower y Marriot,
1979).

Por otro lado, estudios recientes indican que con la edad se
presenta un patron de comportamiento bifisico en la expresidén de
los receptores a, en el cerebro. Se tiene un decremento en animales
de 7 a 14 dias, pero hay un incremento en animales de 45 a 60 dias
de edad (Daussse, 1982). Los procesos norrmales de la edad parecen
estar relacionados con los cambios de algunas funciones del SNC,
incluyendo la expresién de los receptores a; Yy @ (Roberts y
Steinberg, 1986). Ppco se sabe de los cambios de los receptores a,
por la edad. Greenberg en 1986, presentd evidencias que demuestran
que la densidad y sintesis de los receptores o, disminuye en
cerebros de rata viejas, lo mismo gue sucede con los a; y los B-AR.
También se ha observado cambio en los AR en desordenes afectivos y
en males de tipo psiquidtrico (Elliot, 1984; Insel y Cohen, 1987)

etc.
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PARTICIPACION NORADRENERGICA EN EL APRENDIZAJE.

En el aprendizaje de los mamiferos existen claras evidencias
de la paticipacién de diferentes sistemas de neurotransmisién y
neuromodulacién: tales como el sistema colinérgico (Deutsch, 1983),
el catecolaminérgico (Quartermain, 1983), el glutamatérgico (Smith,
1987), y las neurchormonas pituitarias (Dunn; 1980). Ademéas,
existen evidencias de una interrelacién entre distintos sistemas de
transmisién y sus efectos sobre diferentes paradigmas (Decker y
McGaugh, 1991). El interés especifico de que los receptores de las
CA participan en en el proceso de aprendizaje es un objetivo por
alcanzar.

En general, los estudios gque se han realizado sobre el
aprehdizaje son en el sentido de producir un efecto en la actividad
noradrenérgica ya sea aumentando o reduciendo su actividad. Existen
estudios que han demostrado que el aprendizaje y la memoria se ven
afectados por tratamientos que afectan a las CA (Gorelick, 1975;

McGaugh, 1989; Quartermain, 1983; Sara, 1991).

Drogas que aumentan la actividad de la NA.

El incrementc de la actividad de la NA y en general de las CA,
se produce por el efecto de los siguientes tipos de drogas:

a.- Drogas que estimulan la liberacién de CA.

b.~ Drogas que bloguean la recaptura de CA.

c.- Drogas que bloguean la inactivacién de CA.

d.- Drogags que estimulan el receptor postsindptico.

19



a.- La anfetamina es una éﬁstancia gque se ha utilizado en
numerosos estudios de la memoria y aprendizaje liberando CA.

El aprendizaje y 1la retencién se incrementan por la
administracién de drogas como la anfetamina (McGaugh, 1973). Los
efectos farmacoldgicos de la anfetamina en el SNC, parecen ser
ejercidos por .la liberacién de aminas bidégenas de sus sitios de
almacenamiento en las terminales nerviosas (Hoffman y Lefkowitz,
1991) . También se ha visto dque esta sustancia produce una
interrupcién en la adquisicién de la respuesta de evitacién pasiva
(Mason,1984). En los programas de evitacion activa, las anfetaminas
parecen facilitar el aprendizaje tanto en la adgquisicién de esta
tarea como en la latencia de retenciéﬁ (Mason, 19847 Sara, 1982).
La administracién pre y postensayo de anfetamina, también aumenta
la prueba de retencién (Castellano, 1974). La administracién
periférica de d-anfetamina a bajas dosis, es bien conocido que
libera NA en el cerebro (Boakes y Candy, 1972; Creese y Iversen,
1975) .

La administracidén de esta sustancia inmediatamente después de
un entrenamiento se ha observado que previene la amnesia inducida
por inhibidores de la sintesis de proteina (Serota y Flexner, 1972;

Quartermain, 1975).

b.- Los agentes gque bioquean la recaptura potencian 1los
efectos de las CA. Como es el caso de la administracidén de
desimipramina, una sustancia gue bloguea la recaptura de NA y

administrada después del entrenamiento de evitacién discriminativa
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de un choque mejora la prueba de retencién (Flood, 1979).

c.- La actividad de las CA puede ser potenciada por 1la
inhibicién de la accién de la COMT y la MAO, gque son enzimas
metabbélicas de las CA. Los adentes ampliamente usados como
inhibidores de la MAO son feniprazina, pargilina e iproniazida, y
aumentan los niveles intraneurales de la NA. Se ha encontrado que
la feniprazina mejora la prueba de retencién en un aprendizaje de

habkito (Flood, 1979).

d.- Hay evidencia de que la retencién es afectada por la
administracién central de diferentes agonistas y antagonistas de
las CA. Se observé que en el aprendizaje de evitacién pasiva, la
retencién fue mejor cuando a bajas dosis se administré NA
intracerebroventricularmente (i.c.v.) después del entrenamiento en
ratdédn (Haycock, 1977). También hay evidencias de que 1la
administracién de antagonistas @, noradrenérgicos producen

incremento en determinadas tareas (Sanger, 1989; Sara, 1991).
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Drogas que decrementan la actividad de la NA
a.— Bloqueadores de la sintesis de CA
b.~ Bloqueadores del almacenamiento de NA
c.- Disminucién crénica de CA por la administracién de
neurctoxinas.

d.- Blogqueadores de los receptores de la NA.

a.- La inhibicidén de las enzimas biosintéticas de las CA como
la tirosina hidroxilasa (TH) y la dopamina-B-hidroxilasa (DBH),
pueden producir marcada obstrucciédn del sistema neuronal
catecolaminérgico. La inhibicién de estas enzimas cambia 1la
concentracién de NA y DA y trae como consecuencia un decremento en
la nueva sintesis de CA y una subsecuente disminucién de la NA y DA
almacenadas en los diferentes tejidos. La TH la cudl cataliza el
paso de tirosina a dopa, puede ser inhibida por la a-metil-p-
tirosina (AMPT). La DBH la cual cataliza la conversién de DOPA a
NA en las terminales nerviosas puede ser inhibida por una variedad
de drogas como el dietilditiocarmabato (DEDTC). Quartermain, 1983;
Mason, 1984).

Se.han realizado estudios en donde el bloqueo de la sintesis
de CA dafia o interrumpe las pruebas dg retenciédn en ratén. Por
ejemplo el AMPT administrado aﬁtes del entrenamiento en un programa
de discriminacién espacial produce amnesia (Quartermain vy
Botwinick, 1975a), y mas especificamente en el cerebro después del

entrenamiento (Flood, 1979).
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Sucede una sijtuacién similar cuando se inhibe la DBH con el
DEDTC ya que inducen una alteracién en el programa de evitacién
pasiva cuando es administrade postentrenamiento (Haycok, Van

Buskirk y McGaugh, 1978)

b.- También la actividad noradrenérgica se reduce cuando se
bloquea el almacenamiento de NA, como es el caso si se administra
reserpina, una droga que disminuye la cantidad de NA almacenada. Se
ha encontrado que esta droga produce una disminucién en 1la
capacidad de retencién de un aprendizaje discriminative (Kurt y

Palfai, 1978).

¢.~ Por otra parte se ha reportado que lesiones de las
neuronas del nlcleo del locus coereleus y de la porcién lateral
tegmental de la formacién reticular producidas por neurotoxinas
impiden la adquisicién de un aprendizaje (Ogren, 1980), mientras
gque en otros estudios no reportan efecto alguno (Fibiger, 1975).
Otros estudios demuestran que por medio de la aplicacién de 6-0HDA,
una sustancia que lesiona las neuronas noradrenérgicas y disminuye
las concentraciones de NA y DA, se deteriora la adquisicidn de un
aprendizaje de evitacién activa (Lenard y Beer, 1975a), la
adquisicidén de un respuesta emocional (Cole y Trevor, 1987), Yy
lesiones con este neurolitico especifico deterioran el aprendizaje
en un laberinto (Laconte y Hennevin, 1981), etc.

Con la neurotoxina N-2-cloroetil-n-etil-2-bromobencilamina

(DSP4), se altera el aprendizaje de evitacidén activa con una mayor
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intensidad que con la 60HDA (Orgren, 1980; Archer, 1985).
Las lesiones de tipo electrolitico de las vias o nicleos de DA
en el sistema nigroestriado, causan amnesia del aprendizaje de

evitacién pasiva (Mitchaman, 1972; Prado-Alcala, 1975).

d4.- Si los niveles normales del flujo de la transmisién en la
ruta noradrenérgica son necesarios para el procesamiento de la
memoria y el aprendizaje, el blogqueo de los receptores
postsinipticos con farmacos antagonistas deber& producir una
deficiencia de 1las conductas dque de ellos se derivan. La
administracién central = de antagonistas de NA como la
fenoxibenzamina, un leve antagonista de los receptores ¢, atenGa la
amnesia retrograda producida por un chogque electroconvulsivo en un
aprendizaje de evitacién pasiva (Gold y Zornetzer, 1981).

Sin embargo también se ha encontrado una disminucién de 1la
amnesia retrégrada cuando se administré periféricamente
fenoxibenzamina (Gold y Sternberg, 1978). Se ha encontrado que
antagonistas a-noradrenérgicos modifican el aprendizaje del

desarrollo de la actividad visual (Ridley, 1981).

24



APRENDIZAJE.

Sabemos que para que un animal sobreviva necesita conocer las
relaciones predictivas existentes entre los hechos o estimulos gue
ocurren a su alrededor. Este conocimiento puede proceder de dos
fuentes distintas, es decir: Por un lado, 1la informacién
genéticamente programada en el SNC del animal, y por el otro el
aprendizaje (Dickinson, 1980). El primero es suficiente en un
ambiente limitado y relativamenmte invariable pero el aprendizaje
entra en juego cuando el animal enfrenta situaciones nuevas y
complejas, y para que un-animal se comporte de una forma adaptativa
ha de ser capaz de detectar y almacenar informacién acerca de la
organizacién causal de su entorno.

Cambios duraderos en la conducta como consecuencia de
experiencias previas pueden ser caracterizados como el resultado
del aprendizaje y de la memoria. El aprendizaje se refiere a la
adgquisicién de informacidén medidos estos en forma indirecta como
cambios en la conducta durante el curso de un entrenamiento
(Thompson Yy Donegan, 1989) y la memoria se refiere a esa
informacién alamacenada y valorada por alguna prueba de retencidn
{(Thompson y Donegan, 1989).

En general consideramos dos tipos de aprendizaje, asociativo
y no asociativo:

El aprendizaje no asogjative: resulta de cuando un animal es
expuesto una o repetidas veces a un mismo tipo de estimulo.

Este procedimiento da oportunidad al animal de aprender acerca
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de las propiedades del estimulo. éxisten dos formas de este tipo de
aprendizaje, habituacién y la gensibilizacidn. La habituacién es el
decremento de una respuesta conductual a repetidos estimulos no
nocivos (Kupferman, 1991) y las caracteristicas comunes a ella son;
recuperacién rapida de la respuesta después del reposo, habituacién
mis rapida con estimulos similares al estimulo cuando se repite,
deshabituacidén es decir, la recuperaciédn de una respuesta normal
ante la presentacidén de otro estimulo (Thompson y Donegan, 1989).
La sensibilizacién es el incremento de una respuesta ante una
variedad de estimulos semejantes, después de un estimulo intenso
que resulta desagradable &6 nocivo, es decir se fortalecen los
reflejos defensivos y las respuestas vigorosas a una variedad de
estimulos antes neutros o indiferentes (Kandel y Scharwarts, 1982).

El1 Aprendizaje Asociativo: Se ha postulado que este es el
unico tipo de aprendizaje verdadero. La caracteristica fundamental
de este es gque ocurre un cambio en el comportamiento del sujeto,
sﬁlo si dos eventos (un estimulo condicionado o una respuesta y un
reforzador o estimulo incondicionado) ocurren en una secuencia
temporal especifica (Mackinstosh, 1974). Dos tipos de paradigmas
experimentales han sido frecuentemente estudiados, ellos son: el
condicionamiento clisico y el operante.

El condicionamiento clésico fue introducido a las ciencias
conductuales por I. Pavlov a piincipios de siglo. El reconocié que
.el aprendizaje frecuentemente consiste‘ en la adquisicién de

sengibilidad a estimulos gque originalmente eran inefectivos. Su

escencia radica en la asociacién de dos estimulos, el estimulo
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condicionado (EC), tal como una luz o un tono, que inicialmente no
produce respuesta alguna y el estimulo incondicionado (EI) algunas
veces llamado reforzador, tal como alimento, o un chogue en la
pierna, que siempre va a producir la misma respuesta, la respuesta
incondicionada (RIC), tal como la salivacién o la retirada de la
pierna. la razén de llamar asi a esta respuesta es debido a gue es
innata. Después de que el EC ha sido repetido frecuentemente y es
seguido del estimulo incondicionado. El1 EC evocard respuestas
llamadas '"respuestas condicionadas”™ (RC). En el caso de que el EI
sea una recompensa (agua o comida), o bien un castigo, el
condicionamiento clidsico se 1llamara apetitivo y aversivo
respectivamente (Kupferman,1981).

El condicionamiento operante fue estudiado sistemiticamente
por Skinner y otros investigadores, y es consecuencia de la
formacién de una relacién predictiva entre el estimulo y la
respuesta, come en el condicionamiento cl&sico, pero en el primer
caso el estimulo condicionado involucra conductas llamadas
operantes, gque aparentemente aparecen espontineamente o sin un
estimulo reconocible. Sin embargo la conducta operante se dice ser
emitida y no provocada y cuando esas conductas producen cambies
favorables en el medio ambiente el animal se inclina por
repetirlas (Kupferman, 1981).

Muchos tipo de tareas y‘procedimientos de entrenamiento son
usados en el estudio del aprendizaje y la memoria. Algunos
paradigmas requieren de diferentes tipos de conductas: apetitivas

(alimento y aqua), aversivas (choque eléctrico, inmersién en
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agua) de motivacién y como consecuencia de ello se obtienen
diferentes tipozs de respuestas en tareas discriminatorias,

laberintos y de evitacidn pasiva o activa (tabla 2).
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Tabla 2

Descripecidn de algunas de las tareas usadas para evaluar el

aprendizaje y memoria en animales de experimentacién.”

Tipo de Condiciones para que la tarea se ejecute.
Aprendizaje
Los animales aprenden a evitar un estimulo
Evitacién nocivo. Como un chogue eléctrico en la
Activa subsecuentes respuestas motoras, como el de
moverse al compartimiento més sequro al
presionar una palanca.
Evitacidén Los animales aprenden a evitar o inhibir con
>Pasiva altas posibilidades la conducta gque esta
emparentada con el estimulo nocivo.
Aprendizaje Un laberinto con varios brazos que se extienden
Espacial de una plataforma central y que tiene como
(Laberinto carnada alimento al final de los brazos pero sin
radial) regresar al brazo que previamente entraron.

Laberinto de

Morris

‘localizada justo abajo del nivel de agua. Esta

El laberinto en una tina con agua, en la cual

hay una plataforma invisible de escape,

tiene un posicién constante durante los ensayos.
El animal aprende a que nadando puede llegar a
esta plataforma, orientandose por las sefiales

ambientales.
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Modelo de
equivalencia

a la muestra

Esta tarea tipicamente involucra, una fase de
estudio, en la cual un estimulo es presentado,
por un peridédo discreto de tiempo y una
subsecuente fase de prueba en la cual el
estimulo es presentado paralelamente con otro
estimulo. Durante la fase de prueba el animal es
recompensado.por la respuesta al estimulo que ha
sido presentado previamente en la fase de

estudio.

Modelo de no
equivalencia
a 1la

muestra

Esta tarea es similar a la prueba anterior, pero
el animal es reforzado para‘responder al nuevo

estimulo.

* Decker y McGaugh, 1991
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Podemos considerar algunas situaciones relevantes acerca del
sistema noradrenérgico: que este sistema participa en diferentes
procesos cognocitivos (Ahlskeog, 1973; Mason y Iversen, 1979;
McGaugh, 1989; Quartermain, 1983; Sara, 1991), ademis de gque este
sistema se altera por efecto de la edad (Estes y Simpkins, 1980),
por lesiones con sustancias neurotéxicas (Lenard y Beer, 1975a) Yy
_ por determina&as patologias como en el mal del Parkinson (Cash,

1986) o© la enfermedad de Alzheimer (Tomilson, 1981). La
administracién de agonistas o antagonistas a-noradrenérgicos
modifican procesos tales como el aprenzidaje o la memoria (Cole y
-Trevor, 1987; Dickinson, 1989; Mason 1984; Quartermain, 1983; Sara
y Devauges, 1989; McGaugh, 1989),.

Por otra parte, se ha reportado que la poblacidn de
receptores a, y o, cambian su densidad: en &reas del SNC como en el
hipocampo, la corteza frontal, el nicleo caudado y la amigdala como
consecuencia de patologias como la enfermedad de Parkinson'o la
demencia senil de tipo Alzheimer (Tomilson, 1981; Francis, 1991),
por la administracién de diferentes drogas agonistas o antagonistas
noradrenérgicos (Bylund y U’Prichard, 1983; Giralt y Garcia, 1989;
Hamilton, 1987).

En un tipo de aprendizaje instrumental se encontré un
incrementd en la sintesis proteica, en algunas dreas del cerebro de
rata (Aleman, 1982) y probablemente estas proteinas sean canales
ionicos o receptores a neurotransmisores involucrados en el proceso
de aprendizaje, tal como se ha descrito un incrementé en el nimero

de receptores muscarinicos en ctorteza frontal después de la
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adquisicién de un aprendizaje de evitacidn pasiva (Rose, 1980) o
en un aprendizaje instrumental (Ortega, 1987).

Considerando como base los datos enunciados, seria posible
producir cambios en un aprendizaje diferente al instrumental por
medio de 1la administracién de drogas noradrenérgicas. En ese
sentido también seria posible producir cambios en la poblacién de
los «a-adrenoreceptores en diferentes areas del SNC, por 1la
adquisicién de un determinado aprendizaje, por la administracién de
drogas noradrenérgicas o por una combinacién de ambas condiciones.
En este contexto nosotros pretendemos demostrar las siguientes

puntos:
H IT P 0T E S I S

1.- Proponemos que: drogas agonistas a, & antagonistas o, -
noradrenérgicas, administrados semicrénicamente, deben de
disminuir la poblacidén de receptores oy Yy a, en diferehtes
areas del cerebro de rata, y facilitar la adquisicién del

aprendizaje espacial.

2.- Drogas antagonistas a Y agonistas az—noradrenérgicas
administrados semicrénicamente deben de aumentar la poblacién
de receptores a, y «; en’ diferentes &reas del cerebro y de

inducir in déficit en la adquisicidn del aprendizaje espacial.

3.- Tebricamente el aprendizaje espacial debe de disminuir 1la
poblacién de receptores o, y aumentar la de 1los a, en
diferentes Areas del cerebro.
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OBJETIVOS

a.~ Determinar si la administracidén semicrénica y aguda de
sustancias noradrenérgicas agoenistas «, y antagonistas q,,
afectan tanto el aprendizaje espacial optimizado en laberinto
radial, como el aprendizaje espacial limitado en su velocidad
de adquisiéién.

b.- Ademds pretendemos determinar si la administracién
semicrénica de antagonistas «, y agonistas a, afectan el
aprendizaje espacial optimizade en su velocidad de

adgquisicién.

Determinar los cambios sobre la densidad de los receptores
noradrenérgicos @, Y @;, producidos por la administracién
semicrénica de sustancias agonistas o antagonistas

noradrenérgicos en diferentes Areas del cerebro de rata.

Determinar los cambios que produce el aprendizaje espacial
sobre la poblacién de receptores o; y a,, en diferentes areas

del cerebro de rata.

Determinar si existe una correlacién entre: Los efectos
producidos por las drogas} sobre el aprendizaje y los cambios
de la poblacidén de receptores noradrenérgicos producidos tanto
por sustancias nofadrenérqicas como por el propio

aprendizaje, en las diferentes areas del cerebro.
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M A T E R I A L A 4 M E T O D O S.

Sujetos.- Se emplearon 7 lotes de ratas, los primeros cinco lotes
de 28 ratas cada uno, los siguientes dos lotes de 42 y 28 ratas,
respectivamente. Todas las ratas fueron machos de la cepa Wistar-
Porten de 90 dias de nacidos procedentes del Bioterio del CINVESTAV
IPN. Los sujetos se mantuvieron en cajas individuales y cada uno de
ellos se le controld su peso al 85%, durante el tiempo que durd el
experimento. A todos los animales se les mantuvo el ciclo luz
oscuridad de 12 x 12 hrs/dia.

Drogas.- Las drogas que se emplearon fueron para: el lote 1
anfetamina, que es un agonista indirecto a;-noradrenérgico; lote 2
prazosina (1-4-Amino-6,6 dimetoxi-2-Quinazolinil 4-2~
furanilcarbonil, piperazina) gque es un anfagonista de los
receptores @, (Sigma); el lote 3 p~aminoclonidina (RBI) que es un
agonista de los receptores a,; el lote 4 idazoxan que es un
antagonista de los receptores o, (Sigma); y el lote 5 atipamazole,
un nuevo antagonistas a,. Las dosis que se aplicaron fueron:
prazosina 1.0 mg/kg, idazoxan 6 wmg/kg (Sanger, 1989), p-
aminoclonidina 0.12 mg /kg (Giralt,1989; Arnsten, 198%5) vy
anfetamina 1.5 mg /kg (Quatermain,1983). y el atipamazole 2,5
mg/kg. Para el lote 6 ocupamos anfetamina 1.25 mg/kg, idazoxan 4
mg/Kg y atipamazole 5 mg/kg y el lote 7 idazoxan 6 mg/kg y
atipamazole 2.5 mg/kg. Cada farmaco. fue diluido en solucién salina
isoténica (SSI).
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Aparatos: El proceso de aprendizaje se realizé en un laberinto
radial con ocho brazos, con caracteristicas similares al reportado
por Olton (1976), pero mis discriminative, ya que solo en tres
brazos hubo alimento. Todos los brazos tienen las mismas
dimensiones. El centro de la plataforma mide 30 cm de diametro,

_ cada brazo mide 60 cm de largo por 1l cm de ancho y 5 cm de altura

al final de cada brazo peroc de 15 cm de altura al inicio. Al final

de cada brazo se encuentra un comedero de 2 cm de didmetro. El
laberinto se encuentra a 50 cm del piso.

Grupos de Experimentacién.- Cada uno de los primeros cinco lotes de

experimentacidén se dividid en 4 grupos de 7 animales cada uno. A

dos grupos de cada uno de estos lotes se les administrd una droga

diferente.

GRUPO A: A este grupo se le administro Gnicamente SSI y no se le
sometié al aprendizaje espacial pero si al laberinto.

GRUPO B: A este grupo se les administrS SSI y se le sometié a un
proceso de aprendizaje espacial en el laberinto radial,
ésto se especifica ampliamente en el procedimiento de
aprendizaje.

GRUPO_C: A este grupo de animales se les administré el farmaco
cada 12 hs, durante 10 dias por via intraperitoneal (IP),
pero no se le sometid a ningGn aprendizaje.

GRUPO D: A estos animales se les administré el farmaco cada 12
hrs, durante 10 dfas por via I.P. y 24 hs. después de la
dltima administracién se 1le sometié al proceso de

aprendizaje espacial (Tabla 3).
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PROCEDIMIENTO
ADAPTACION.

En el caso de las administraciones semicrénicas al décimo dia
de administracién de 1la droga, y para el caso dé las
administraciones agudas un dia previé al aprendizaje, se colocd
libremente a cada animal en el centro del laberinto durante 15
minutos, é&sto con el fin de que los animales se adapten al mismo,
lo que se repitié dos veces mas en forma sucesiva el mismo dia,
esﬁo para cada animal, registrande cada vez el nfimero total de

visitas a cada uno de los brazos.

PROGRAMA DE APRENDIZAJE OPTIMIZADO.

Al siguiente dia de la adaptacién se inicié el proceso de
adguisicién del aprendizaje, que consiste en aprender en foccrma
eficiente en que brazos del laberinto se encuentra el alimento
(brazos 2, 5 y 6) y comerlo. Cada animal realizé un total de 28
ensayos, divididos en dos dias, 14 por dia. Comenzando con cuatro
ensayos de ocho oportunidades cada uno, cuatro de siete
oportunidades, cuatro de seis y dos de cinco. El sequndo dia, cada
animal realizé dos ensayos de cinco oportunidades, cuatro de cuatro
y ocho de tres oportunidades.

consideramos como una oportunidad a la entrada del animal a

cualquier brazo. Los p&arametros que se midieron fueron:
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Aciertos:

Error:

Exrror Relativo:

entrada del animal a un brazo donde hay
alimento y lo come.

entrada del animal a cualguier brazo sin
alimento.

entrada del animal a los brazos donde
anteriormente entrd y se comid el alimento

(brazos 2, 5 y 6).

TABLA 3

SECUENCIA DE ADMINISTRACION Y APRENDIZAJE OPTIMIZADO

SUBGRUPO (SSI) APRENDIZAJE o DROGA* DROGA MAS
(mg/kg) | APRENDIZAJE

A
B +
C +
D +

Q Aprendizaie Optimizado en la Velocidad de Adgquisicidn, para
los grupos B y D, de los lotes it al 5.

* Esta secuencia se siguié para cada uno de los lotes, con la

correspondiente droga a analizar. anfetamina 1.5 mg/kg,

prazosina 1.0 mg/kg, p-aminoclonidina 0.12 mg/kg y atipamazole

2.5 mg/Kg.
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APRENDIZAJE LIMITADO EN S8U VELOCIDAD DE ADQUISICION

Debido a que en el aprendizaje optimizade no encontramos
diferencias significativas en el porcentaje de aciertos en las
ratas tratadas con la administracién de anfetamina, atipamazole e
idaéaxan, con respecto a sus respectivos controles. Decidimos por
ello modificar el aprendizaje haciendolo mas limjtado en su
velocjdad de adquisicién. Esto altimo se logrd reduciendo o bien el
namero de oportunidades por ensayo, o bien el ﬁiempo maximo de su
estancia en el laberinfo. Bajo estas condiciones probamcs las

drogas antes mencionadas con dosis tanto agudas como semicrénicas.
Dosis Aguda

Grupos de Experimentacién.- Se utilizé el lote No. 6 de 42 ratas,
las que se mantuvieron bajo las mismas condiciones experimentales
gue los lotes anteriores. Estos animales fueron divididos en tres
grupos de 14 animales cada uno. Cada grupo se dividié en dos
subgrupos A y B, de 7 animales cada uno. A los subgrupos B de cada
uno de estos tres grupos se les administré una droga diferente: en
esta ocasién fueron, anfetamina 1,25 mg/kg, idazoxan 4 mg/kg.y
atipamazole 5 mg/kg.

Subgrupo A.- A éste grupo se le suministré SSI y se le sometié a
este tipo de aprendizaje limiéado en su velocidad de adgquisicién.
Bubgrupo B.- A éste subgrupo de animales se les administré el
farmaco por via IP, 30 minutos antes de iniciar el entrenamiento

una vez al dia durante los dos dias que duré el aprendizaje.
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Aprendizaje Limitado en 1la %clocid-d de Adquisicién.- E1
aprendizaje limitado consiste en reducir 1la velocidad de
adguisicién, se logré reduciendo el nimero de oportunidades por
ensayo o el tiempo maximo de estancia en el laberinto que fue de
160 segundos. Con cada animal de los diferentes subgrupos, el
primer dia del aprendizaje se siguié la siguiente secuencia de
entrenamiento: 3 ensayos de 8 oportunidades, luego 5 ensayos de/5
oportunidades y 4 de/4. El segundo dia se le dieron a cada animal
4 ensayos de 4 oportunidades y 8 de/3. Se midieron los mismos

pardmetros conductuales que en el aprendizaje optimizado.
Dosis semicrénica

Grupos de Experimentacién.- En este casoc se utilizé el lote No. 7.
Estos animales fueron divididos en dos grupos de 14 animales.cada
uno. Cada grupo se dividié en dos subgrupos A y B ambos de 7
animales cada uno. A los subgrupos A se les administr6 SSI y al
subgrupo B de cada uno de estos dos grupos se les administré una
droga diferente, en ambos casos la administracién fue cada 12 hrs
durante 10 dias. Las drogas gue en esta ocasién utilizamos fuercn:
idazoxan 6 mg/kg y atipamazole 2.5 mg/kg.

Subgrupo A.- A &ste grupo se le suministrd unicamente SSI y se le
sometié a este tipo de aprenﬁizaje limitado en su velocidad de
adquisicién.

Subgrupo B.- A éste subgrupo de animales se les administré el

farmaco por via IP, cada 12 hrs. durante 10 dias.
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S8ACRIFICIO Y DISECCION

Después de la dltima sesién de aprendizaje optimizado se
sacrificaron a todos los animales por decapitacién y las cabezas se
sumergieron 4 segundos en nitrégeno liquido. Se extrajeron los
cerebros y se colocaron en SSI fria. Los cerebros fueron disecados
en una caja petri con papel absorbente y SSI fria en un cuarto friov
a 4°cC.

Las Areas que se disecaron fueron: nGcleo caudado (NC), corteza
frontal (CF), hipocampo (Hp) y corteza tempoparietal (CTP). Los
cerebros fueron seccionados con un corte coronal a nivel de 1la
comisura anterior del cerebro,.

La cabeza del NC fue disecada después de remover el septunm,
luego se obtuvo la corteza frontal. Después de quitar el diencéfalo
del cerebro posterior se disécé el Hp y de la porcién restante
removiendo la corteza occipital, la amigdala y el talamo se obtuvo

la CTP.
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OBTENCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA PARA RECEPTORES a,.

Las 4reas de cada grupo se homogeneizaron en forma individual
en solucién de sacarosa 0.32 M conteniendo PMSF 0.5mM (fluouro de
fenilmetilsulfonilo) en relacién 1:20 Peso/Volumen, en un
homogenizador de vidrio con pistén de teflén a una vel'l.ocidad de 700
rpm. La homogeneizacidén se 1llevé acabo con cinco movimientos
completos del mismo pistén, en un cuarto frio a 4°C. El homogenado
fue centrifugado a 900 rpm por 10 minutos. El precipitado fue
desechado y el sobrenadante se diluyé 1:20 P/V, con una solucién
amortiguadora Tris HCl. 50 mM pH=7.4 con PMSF 0.5mM. Se centrifugd
a 15,000 rpm durante 20 minutos, en una centrifuga Sorvall RC5-~C
con el rotor $S34 a 4°C. (Whittaker, 1984). Esta pastilla (fraccién
sinaptosomal), fue resuspendida en el mismo amortiguador y en una
relacién de 1:20 P/V y se centrifugé en las mismas condiciones.
Finalmente la pastilla se resuspendid en el mismo amortiguador 1:20
P/V, y se tomd una alicuota de 100 ul de cada muestra para la
determinacién de proteinas totales (Lowry, Rosenbrough, Lewis y
Randall, 1951). Las muestras se conservaron en refrigeracién

(-20°C}, hasta su procesamiento.
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DETERMINACION DE LOS RECEPTORES NORADREMERGICOB a,.

Ligando. El ligando marcade que se ocupd fue, el 7-metoxi-[’H]-
prazosina, su actividad especifica fue de 85 Ci/mmol (Amersham
International). El ligando frio que se utilizé fue fentolamina 10

uM (Sigma Co.).

Técnica. La unién del 1ligando marcade a los receptores
noradrenérgicos se determindé mediante la tecnica de "unién" (Perry
y U’Prichard, 1981), que consiste en emplear 600 ug de proteina de
cada muestra utilizando la misma cantidad para cada una de las
dreas por analizar. A continuacién se le adicionélel volumen del
amortiguador (Tris HCl 50 mM pH=7.4), hasta completar 1.0 ml, menos
el volumen del ligando. Los tubos se preincubaron 30 minuﬁos a 30°C
con intervalos de 20 segundos entre cada muestra. Al cumplirse los
30 min. de preincubacién al primer tubo se le adicioné el volumen
de ligando a una concentracién final de 0.4 nM y asi sucesivamente.
‘A todos los tubos se les agitdé y se incubaron 45 minutos con
agitacién continua.

Al termino de este perisédo de incubacidn se resuspendié cada
una de las muestras e inmediatamente se tomaron 800 ul, los cuales
se filtraron bajo una presién de -200 mmHg a través de discos de
papel Whatman GF/B de 26 mm de difmetro. Los discos fueron
humedecidos previamente con 4 ml del mismo amortiguador, y depués
de depositar la muestra se lavaron dos veces con 8 ml del mismo

.amortiguador frfo. Los filtros se secaron con corriente de aire
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caliente durante 30 minutos y se pasaron a viales precontades, con
8 ml de liquido de centelleo (PPO 3 gr/lt y POPOP 0.3 gr/lt
disueltos en tolueno). Posteriormente se cuantificaron por diez
miputos en un contador de Centelleo Beckman LS-7800 con una
eficiencia para el tritio del 5% %. Para la determinacién de 1la
unién inespecifica se ocupd fentolamina que se adicioné a una
concentracién de 10 uM antes de la preincubacidén. Este vollmen se
restd al del amortiguador Tris HCl y se siguié el mismo

procedimiento antes descrito para la unién total.
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OBTENCION DE LA MUESTRA BIOLOGICA PARA RECEPTORES a,.

Las &reas del cerebro por estudiar se homogeneizaron con una
solucién amortiguadora de fosfatos 50mM a pH=7.5 que contiene 0.5
mM de PMSF a razén de 1:20 P/V, con cinco movimientos del piston en
un homogeneizador de émbolo de teflén. Para romper membranas se usd
un homogeneizador Polytron en la posicién 6 por 30 segundos para
cada muestra. Posteriormente se centrifugdé a 15 rpm durante 20
minutos en una centrifuga Sorvall. Se desechd el sobrenadante y las
membranas se resuspendieron en el mismo amortiguador
centrifugandose bajo las mismas condiciones. La pastilla final se
resuspendidé en 30 volGmenes del amortiguador. Se tomé una alicuota
de 100ul de la misma muestra para la determinacién de proteinas:

totales (Lowry, 1951).

DETERMINACION DE LOS RECEPTORES NORADRENERGICOS «a,.

Ligandos. El ligando marcado que se utilizé fue el [SH]Rx781094 R
con una actividad especifica 51 Ci/mmol vy [SH]RX821002'con 57

ci/mmol. El1 ligandc frioc que se ocupo fue la fentolamina 10uM.

Técnica. La cantidad de proteina gue se ocupd fue siempre de 1.0 mg
para cada muestra, a continuacién se adicioné el volumen del
amortiguador de fosfatos 50 mM pH 7.5, que contenia 0.5 mM de PMSF

hasta completar 1 ml, menos el volumen del ligando. La reaccién se
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nicio afladiendo el ligando en una concentracién final de 10 nM. El
volumen final de 1 ml fue ajustado con la solucidén amortiguadora.
Las muestras se incubaron 60 minutos a 25°C en bafio de agitacién
continua con un intervalo de 20 segundos entre cada muestra.

Al termino de este periédo de incubacién, la muestra se agitd
Y se tomaron 800 gl con los cuales se filtraron bajo una presidn de
-200 mmHg en discos de papel Whatman GF/B de 26 mm de diametro
previamente tratados con PEI (polietilenimina 0.2 % por dos horas).
Se lavaron dos veces con 5 ml de una solucién amortiguadora fria a
4°C. Los filtros se secaron con una corriente de aire caliente y se
colocaron en viales "precontados" con 8 ml de liquido de centelleo.
Se cuantificaron 10 minutos en un Contador de Centelleo Beckman
LS7800 con una eficiencia para el tritio de 59%. Para el caso de la
unién especifica se ocupd fentolamina en una concentracién de 10 uM
antes de la incubacién y se conservaron las mismas condiciones de

la unién total, previamente descritas (Perry y U’Prichard, 1981}).
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RESULTADOS

El andlisis del resultados del aprendizaje espacial tanto para
el aprendizaje optimizado como para el limitado, se realizd
graficando en el eje de las ordenadas la respuesta en porcentaje
(aciertos, errores y errores relativos) y en las abscisas el ndmero
de cada ensayo realizado. La respuesta en porcentaje se obtuvd
determinando el porcentaje de un tipo de respuesta para cada animal
en cada ensayo. Posteriormente se _promedic‘) el porcentaje de
respuesta del grupo en cada ensayo. Este mismo procedimiento se
realizé tanto para el grupo control como para cada grupo
experimental bajo el efecto de las diferentes drogas.

Para conocer si las diferencias que se encontraron en el
aprendizaje entre el grupo control y el grupo tratado fueron
significativas, se comprobdé por medio de el andlisis de la prueba
t student comparando los resultados del porcentaje de aciertos del
grupo control y del grupo tratado, considerando como diferencia

significativa a los que presentan (p<0.05).
EFECTO DE DROGAS NORADRENERGICAS8 EN EL APRENDIZAJE EBPACIAL

Agonistas del receptor a,.
La administracidn semicrénica de anfetamina (1.5 mg/kg) una

droga que indirectamente actua como agonista o, en las condiciones
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en este modelo de aprendizaje en relacidn a su grupo control. Sin
embargo cuando se modificaron las condiciones de aprendizaje,
haciendo limitante el nimero de oportunidades para visitar los
brazos del laberinto y usando dosis agudas de anfetamina a razén de
1.25 mg/kg se encontrd que en estas condiciones la droga aumentd
significativamente tanto la velocidad de adquisicién como el nimero

maximo de aciertos (grafica 2).

Antagonistas del receptor e,.

La administracién semicrénica de prazosina un antagonista de
los receptores @, a razén de 1 mg/kg retardé significativamente el
aprendizaje espacial en el laberinto radial. Con esta droga tanto
la velocidad como el nGmero maximo de aciertos fueron
significativamente menores (grafica 3). Asi mientras que el grupo
control en el ensayo No.28 alcanzé un 95 % de los aciertos en el

grupo con droga alcanzbé solo un 70% (grafica 3).

Agonista del receptor a,.

Con la administracién semicrénica de aminoclonidina, una droga
que se considera un agonista a, a dosis de 0.12 mg/kg se observd
que en particular al inicio de la adgquisicion del aprendizaje 1la
velocidad de adquisicién de las respuestas correctas fue menor con
respecto al grupo control, ‘asi como el porcentaje miximo de
aciertos que fue menor en aproximadamente un 20 % durante gran
parte del experimento, pero en el Gltimo tercio de este se

alcanzaron valores de aciertos por arriba del 90 % (grafica 4).
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Antagonistas del receptor «;.

Para el caso de la administracién semicrénica de idazoxan, un
antagonista a, a dosis de 6 mg/kg al parecer no produjo cambios en
la adquisicién del aprendizaje optimizado ya que no se observaron
diferencias significativas entre los aciertos del grupo tratado con
esta droga y su grupo control en las condiciones experimentales
aqui usadas (grdfica 5).

Sin embargo cuando se modifjicaron 1las condiciones de
aprendizaje haciendo limitante el nGmero de oportunidades y el
tiempo de permanencia para visitar los brazos del laberinto y a
dosis agudas de idazoxan de 4 mg/kg se encontrd que en estas
condiciones la droga aumenté tanto la velocidad de adquisicién como
el nGmerc maximo de aciertos (grdfica 6). Sucedié una situacién
similar cuando se utilizaron estas nuevas condiciones de
aprendizaje limitado y a dosis semicrénicas de idazoxan de 6 mg/kg
se encontrd un aumento también en la velocidad de adquisicién y en
el nGmeroc miaximo de aciertos (grdfica 7). Por otra parte cuando
administramos el atipamazole un antagonista ¢,a dosis de 2.5 mg/kg
no produjo ningln incremento en la adquisicién del aprendizaje
optimizado por el contrario se observé una tendencia a disminuir
(grafica 8).

Cuando utilizamos condiciones de aprendizaje limitado
disminuyendo el ndmero de oportunidades o el tiempo de permanencia
para visitar los brazos y administrando el atipamazole en foma

aguda a razén de 5 mg/kg, se encontré que esta droga aumentd tanto
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la velocidad de adgquisicién como su efecto méximo (grafica 9).
Cuando en este mismo aprendizaje limitado administramos nuevamente
el atipamazole en forma semicrénica a dosis de 6 mg/kg se encontré
que se produjo una aumento de la velocidad de adquisicién y del

nimero maximo de aciertos (grafica 10).
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APRENDIZAJE ESPACIAL EN LABERINTO RADIAL
CON RATAS CONTROL
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Gréfica 1.- ° Programa de Aprendizaje Espacial Optimizado (ler dia:
ensayos/ oportunidad;4/8,4/7,4/6 y 2/5, 2do dfa 2/5, 4/4 y 8/3).
Gr&fica A grupo control con SSI. Grafica B, administracién de 1.5
myg/kg, cada 12 hrs durante 10 dias.
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APRENDIZAJE ESPACIAL EN LABERINTO RADIAL
CON RATAS CONTROL
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Grdfica 2.-° Programa de Aprendizaje Espacial Limitado en 1la
Velocidad de Adquisicién (1 er dia ensayos/oportunidades; 3/8, 5/5
Y 4/4. 2do dia: 4/4 y 8/3). Grafica A, | grupo control con SSI.
Grafica B, |} administracién 1.25 mg/kg, 30 minutos antes del ler
ensayo de cada uno de los dos dias que durd el aprendizaje. *
indica diferencia significativa (p<0.05). .
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APRENDIZAJE ESPACIAL EN LABERINTO RADIAL
CON RATAS CONTROL
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Gréfica 3.~ © Programa de Aprendizaje Espacial Optimizado. Grafica
A grupo control con SSI. Grafica B, administracidén de 1.0 mg/kg

cada 12 hrs durante 10 dias.
(p<0.05) .

* indica diferencia significativa
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APRENDIZAJE ESPACIAL EN LABERINTO RADIAL
CON RATAS CONTROL
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Gréifica 4.~ ©° Programa de Aprendizaje Espacial Optimizado. Grafica
A grupo control con SSI. Grafica B, administracién de 0.12 mg/kg,
qada 12 hrs durante 10 dias. * indica diferencia significativa
(p<0.05)
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APRENDIZAJE ESPACIAL EN LABERINTO
RADIAL CON RATAS CONTROL
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Gréfica 5.~ ° Programa de Aprendizaje Espacial Optimizado. Gréafica
B .grupo control con SSI. Grafica B, administracién de 6.0 mg/kg,
cada 12 hrs durante, 10 dias.
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APRENDIZAJE ESPAC!AP EN LABERINTO RA‘DIAL
CON RATAS CONTROL
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Gr&fica 6.- ° Programa de Aprendizaje Espacial Limitado en 1la
Velocidad de Adquisicién. .Grafica A, | Grupo control con SSI.
Grafica B, ¢ administracién de 4.0 mg/kg, 30 minutos antes del ler
ensayo de cada uno de los dos dias que duré el aprendizaje. *
indica diferencia significativa (p<0.05).
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APRENDIZAJE ESPACIALCEN LABERINTO
RADIAL CON RATAS CONTROL
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Gréfica 7.- ° Programa de Aprendizaje Espacial Limitado en 1la
Velocidad de Adquisicién. Grafica A, grupo control con SSI. Grafica
B, administracién 6.0 mg/kg, cada 12 hrs por 10 dias. * indica
diferencia significativa (p<0.05). '
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APRENOIZAJE ESPACIAL EN LABERINTO RADIAL
CON RATAS CONTROL
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Gréfica B8.- ° Programa de Aprendizaje Espacial Optimizado. GrA&fica
A grupo control con SSI. Grafica B, administracién de 2.5 mg/kg,
cdda 12 hrs durante 10 dias.
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APRENDIZAJE ESPACIACPEN LABERINTO RADIAL
CON RATAS CONTROL
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Gréfica 9.- ©° Programa de Aprendizaje Espacial Limitado en 1la
Velocidad de Adquisicién. Grifica A, { Grupo control con SSI.
Grféfica B, ! administracién 5.0 mg/kg, 30 minutos antes del ler
ensayo de cada uno de los dos dias que durd el aprendizaje. *
indica diferencia significativa (p<0.05).
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APRENDIZAJE ESPACIACCEN LABERINTO
RADIAL CON RATAS CONTROL
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Gréfica 10.- ©° Programa de Aprendizaje Espacial Limitado en la
Velocidad de Adquisicién. Grafica A, grupo control con SSI. Grafica
B, administracién de 2.5 mg/kg, cada 12 hrs durante 10 dias. *
indica diferencia significativa (p<0.05).
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Para analizar los cambios en la densidad de los receptores a,
Y @, en cada lote: Inicialmente se cuantificé la cantidad de
receptores o, 6 a, para cada &drea por animal, por cuadruplicado.
Posteriormente se promediaron los resultados para cada grupo
obteniéndose 1luego el porcentaje de "unién" del 1ligando
correspondiente, respecto al grupo control, Los datos se presentan
como el porcentaje de unién especifica para el ligando respectivo
+/= el error estandard medio.

Finalmente se realizé un analisis estadistico de varianza
(ANOVA de una cola, en un programa de tipo Graphoadinstat 1.14)
para determinar si hubo diferencia significativa (p<0.05) entre los
valores promedio de los diferentes grupos experimentales de cada

uno de los diferentes lotes.

CAMBIOS EN LA DENSIDAD DE LOS RECEPTORES a,.

La unién especifica del 1ligande [’H]-prazosina a receptores
noradrenérgicos «,, permitié determinar la densidad o poblacidén de
estos receptores en membranas de diferentes dreas del cerebro de
rata (Hp, CTP, CF y NC) a una concentracién saturante de 0.4 nM de
éste ligando, se determiné la densidad de los receptores a,, por el
métodeo de "unidén" (Binding), lo gque permitid hacer determinaciones
no a una sino a un grupo de 7 ratas. La unién especifica se
determiné como la diferencia de la unién total 'y la unién

inespecifica, gque ocurre en.presencia de un exceso de concentracién
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de 1ligando no marcado, gque en este casoc fue de 10 UM de

fentolamina.

LOTE 1

Grupo Control

. A este grupo no se le administré faArmaco ni se le sometid a la
adquisicién de aprendizaje, unicamente se le administré SSI a razén
de 1 ml/kg y exceptuando las condiciones experimentales que se
variaron, se mantuvo bajo las mismas condiciones que los demis
grupos. La densidad de los sitios de unién especifica para

(3H]prazosina sirvieron de comparacién para los otros grupos.

Efecto del Aprendizaje Espacial Optimizado

Con la adquisicién del aprendizaje espacial optimizado, los sitios
de unidn especifica para ([’H]-prazosina (receptores a,) aumentaron
en un 52 % en CTP y disminuyeron en un 45 % en Hp, no se

encontraron cambios significativos en CF ni NC (grafica 11)

Administracién Semicrénica de Anfetamina.

La administracidén semicrénica de anfetamina a razén de 1.5 mg/kg
cada doce horas por diez dias, produjo aumentos de estos sitios de
unién en un 25 % tanto en CTP como en CF y una disminucién
aproximada del 75 % en NC. No se detectaron cambios significativos

en Hp (grafica 11).
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Aprendizaje Espacial Optimizado mas Anfetamina
En el grupo con anfetamina y aprendizaje optimizado estos sitios de
unién aumentaron un 20 % en CF y disminuyeron un 80 % en NC. No se

observaron cambios significativos en Hp y CTP (grafica 11).

LOTE 2

Grupo Control

A este grupo no se le administrd f&rmaco, ni se le sometid a 1la
adqguisicién de aprendizaje optimizado Gnicamente se le administré
SSI se mantuvo bajo las mismas condiciones que los demas grupos.
Los sitios de unién especifica para [’H])-prazosina sirven de

comparacién para lo otros grupos de este lote.

Efecto del Aprendizaje Espacial Optimizado.

Con la adquisicién del aprendizaje optimizado, los sitios de unién
especifica de la [*H]-prazosina los receptores o, aumentarén 100 %
en Hp y en CTP aumentaron 113 %. No se produjeron cambios

significativos en CF ni en NC (grafica 12)

Administracién Semicrénica de Prazosina

La administracién semicrdnica de prazosina a dosis de 1 mg/kg cada
12 hrs durante 10 dias, aumenté 300% los sitios de unién especifica
en Hp, los aumentd 40 % en CTP y un 113 % en CF. No se detectardn

cambios significativos en NC (grdfica 12).
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Aprendizaje Espacial Optimizado mas Prazosina
En el subgrupo con prazosina y aprendizaje optimizado, dichos
sitios aumentaron en un 306 % en CTP y un 206 % en CF, Disminuyeron

aproximadamente en un 34 % en Hp Yy en un 48 % en NC (grafica 12).
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION SEMICRONICA DE
ANFETAMINA EN RATAS CON Y SIN APRENDIZAJE ESPACIAL
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Grafica 11.- Unién especifica de [3H]prazosina en diferentes &reas
del cerebro de rata. [ Grupo control con SSI. E== Grupo con
aprendizaje optimizado. pZZA Grupo tratado con 1.5 mg/kg de
anfetamina cada 12 hrs por 10 dias. Wl Grupo con anfetamina méas
aprendizaje optimizado. % indica una diferencia significativa de
(p<0.05), ** (pP<0.01) y *** (p<0.001).
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EFECTO DE LA AOMINISTRACION SEMICRONICA DE
PRAZOSINA EN RATAS CON Y SIN APRENDIZAJE ESPACIAL
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Gréifica 12.- Unién especifica de [’H]prazosina en diferentes é&reas
del cerebro de rata. [ Grupo Control con SSI. E=J Grupo con
aprendizaje optimizado. PZZZ3 Grupo tratado con prazosina 1 mg/kg
cada 12 hrs por 10 dias. NN Grupo con prazosina mas aprendizaje
optimizado. * indica una diferencia significativa (p<0.05), **
(p<0.01) y **% (p<0.001).
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CAMBIOS EN LA DENBIDAD DE LO8 RECEPTORES a,

Para la unién especifica de los receptores a, se utilizé alguno de
los ligandos [’H)-RX781094 o [3H]-RX821002, a una concentracién
saturante de de 10 nM para ambos ligandos y como ligando frio se

empleo 10 uM de fentolamina.

LOTE 3

Grupo Control

A este subgrupo no se le administré farmaco, ni se le sometid a la
adgquisicién de aprendizaje, inicamente se le administrd SSI a razén
de 1 ml/kg exceptuando a los otras condiciones experimentales, se
mantuvo bajo las mismas condiciones que los demds subgrupos de este
lote. La densidad de los sitios de unidén especifica del ligando
PH]-RX821002 en este grupo sirven de comparacién para los otros

subgrupos.

Efecto del Aprendizaje Espacial Optimizado

Con la adquisicién de este aprendizaje, los sitios de unién para
los receptores a, aumentaron 35% en Hp, 110% en CF y un 50 % en NC
(grafica 13)

Administracién Semicrénica de Aminoclonidina

En el subgrupo tratado con la administracién semicrénica de
aminoclonidina a dosis de 0.12 mg/kg cada doce horas durante diez

dfas, dichos sitios aumentaron en un 75 % en Hp, un 50 % en CF y
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160 % en NC. (grafica 13)

Aprendizaje Espacial Optimizado mas Aminoclonidina
Por Gltimo el grupo con aminoclonidina mds aprendizaje optimizado,
dichos sitios aumentarén aproximadamente en 140 % en Hp, 120 % en

CF y 130 % en NC (grafica 13).

LOTE 4

Grupo Control

A este grupo no se le administrdé farmaco ni se le sometidé a la
adquisicidén de aprendizaje, Gnicamente se le administré SSI a razén
de 1 ml/kg y exceptuando los demé&s condiciones experimentales, se
mantuvo bajo las mismas condiciones que los demds subgrupos de este
lote. La densidad de los sitios de unién especifica del ligando
(3H]~RX781094 en este grupo sirvieron de comparacién para los otros

subgrupos.

Efecto del Aprendizaje Espacial Optimizado
El aprendizaje espacial aumentd los sitios de unién especifica de
[H]RX781094 (receptores a,), en 78 % en Hp y no se observd cambio

alguno en CF pero disminuyd un 50 % en NC (grafica 14)

Administracién Semicrénica de Idazoxan
La administracién de idazoxan a dosis de 6 mg /Kkg cada 12 hrs por
diez diés, disminuyé en un 24 % los sitios de unién especifica en

Hp, 56 % en CF y un 76 % aproximadamente en NC (gréafica 14)
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Aprendizaje Espacial oOptimizado mas Idazoxan

Por Gltimo en el grupe con idazoxan y aprendizaje espacial
optimizado, dichos sitios aumentaron en un poco md&s del 68 % en Hp
-y disminuyeron alrededor de un 35 % en CF y en un 53 % en NC
(grafica 14).

LOTE 5

Grupo Control

A éste subgrupo no se le administrd farmaco ni se le sometié a la
adquisicién de aprendizaje, unicamente se le administré SSI a razén
de 1 ml/kg y exceptuando las demis condiciones experimentales, se
mantuvo bajo las mismas condiciones qué los demids subgrupos de este
lote. La densidad de los sitios de unién especifica del 1ligando
[H]RX821002, de éste grupo sirvieron de comparacién para los otros

subgrupos (grafica 15).

Efecto del Aprendizaje Espacial Optimizado
Con la adquisicién de este aprendizaje, los sitios de unién para
los receptores a, aumentaron 25 % en Hp, 57 % en NC y no se

encontraron cambios significativos en CF.
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Administracién Semicrénica de Atipamazole.
La admnistracidén semicrénica de atipamazole a dosis de 2.5 mg/kqg,

.en Hp, CF y NC, no produjo cambios significativos.

Aprendizaje Optimizado y Atipamazole.
Por dltimo, 1la administracién de atipamazole mas aprendizaje
optimizado, no produjerdn cambios significativos en HP, CF ni en

NC.
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION SEMICRONICA DE
AMINOCLONIDINA EN RATAS CON Y SIN APRENDIZAJE ESPACIAL
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Gréfica 13.- Unidén especifica de [’H]RX821002 en diferentes &reas
del cerebro de rata. [_]Grupo control con SSI. E=3 Grupo con
aprendizaje optimizado. PZZZZ Grupo tratado con p-aminoclonidina
0.12 mg/kg, cada 12 hrs durante 10 dias. HR Grupo con
aminoclonidina mds aprendizaje optimizado. * indica una diferencia
. silgnificativa de (p<0.05), ** (p<0.01) y *** (p<0.001}.
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION SEMICRONICA DE
IDAZOXAN EN RATAS CON Y SIN APRENDIZAJE ESPACIAL
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. GrAfica 14.- Unién especifica de [’H]JRX781094 en diferentes ireas
del cerebro de rata., [__]Grupo control con SSI. E=3 Grupo con
aprendizaje optimizado. 2224 Grupo tratado con idazoxan 6.0 mg/kg
cada 12 hrs durante 10 dias. B Grupo con idazoxan mas
aprendizaje optimizado.* indica una diferencia significativa de
(p<0.05), ** (p<0.01) y *** (p<0.001).
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EFECTO DE LA ADMINISTRACION SEMICRONICA DE

0 ATIPAMAZOLE ® EN RATAS CON Y SIN APRENDIZAJE ESPACIAL
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@réfica 15.- Unién especifica de [H]RX821002 en diferentes &reas
del cerebro de rata. [ Grupo control con SSI. E=3 Grupo con
aprendizaje optimizado. Grupo tratado con atipamazole 2.5
mg/Kg, cada 12 hrs durante 10 dias. Bl Grupo con atipamazole nas
aprendizaje optimizado. * indica una diferencia significativa de
(P<0.05), ** (p<0.01) y ***(p<0.001).
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DISCUSTION

EFECTO DE LAS DROGAS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS

DEL RECEPTOR NORADRENERGICO a; EN EL APRENDIZAJE ESBPACIAL

Efecto de la Administracién de Anfetamina

La administracién semicrénica de anfetamina a dosis de 1.5 mg/kg,
cada 12 horas por 10 dias, no produjo cambios significativos sobre
el aprendizaje espacial optimizado. Esto no concuérda con lo
esperado, pués la anfetamina es un agonista noradrenérgico
indirecto, ya que facilita la liberacién de NA y DA de las
terminales nerviosas y con ello facilita el aprendizaje. Asi, desde
hace algunos afios se ha reportado que la anfetamina aumente.l el
aprendizaje y la memoria (McGaugh, 1973; Sara y Deweer, 1988). Ya
que existia la posibilidad de que bajo estas condiciones el
aprendizaje espacial este optimizado al mdximo, decimos probar esta
droga bajo condiciones limitantes en 1la velocidad de adquisicién de
dicho aprendizaje. Asl encontramos que la anfetamina a dosis de
1.25 mg/kg y, administrada cada 24 horas durante los dos dias que
duré la adquisicién del aprendizaje y bajo las condiciones que
limitan la velocidad de adquisicién del mismo. Esto es cuando se
disminuye el ntmero de oportunidades de entrada o el tiempo de
estancia en los brazos del laberinto. La anfetamina incrementd
considerablemente la velocidad de adquisicién del aprendizaje,
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respecto a su grupo control (grafica 2). También se ha reportado
que la administracidén previa de anfetamina, antes de la prueba de
retencién, mejora la retencién de la respuesta (Sara y Deweer,
1982). Dichos resultados nos hacen suponer, que el efecto de la
activacién sobre el aprendizaje por la administracién de anfetamina
se observa solo cuando las condiciones del aprendizaje no son las

éptimas,

Efecto de la Administraciébn de Prazosina

La administracién semicrénica de esta droga, produjo un efecto
inhibitorio desde el inicio de la adquisicién del aprendizaje,
efecto que esta de acuerdo con lo esperado ya que es de suponerse
que los antagonistas ay, al bloguear este receptor postsinaptico
disminuyen la adquisicién del aprendizaje, asi pues, esta droga

antagoniza los efectos noradrenérgicos en forma significativa.
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EFECTO DE DROGAS AGONISTAS Y ANTAGONISTAS

DEL RECEPTOR NORADRENERGICO a, EN EL APRENDIZAJE ESPACIAL
Efecto de la administracién de p-aminoclonidina

El efecto de la administracién semicrénica de aminoclonidina
sobre el aprendizaje optimizado es de tipo inhibitorio o de
bloqueo, ya que la droga bloquea la liberacién de NA de sus
terminales. La clonidina un agonista noradrenérgico a,; que solo
difiere de la aminoclonidina por no tener un grupo amino, se ha
demostrado gue mejora el desempefio de la rata en un programa de
respuestas retardadas. Esta facilitacién solo ocurre a dosis altas
de clonidina de 50 pg/kg, mientras que a dosis bajas <10 ug/kg
bloquean la memoria (Arnsten y Golman-Racik, 1985), se ha propuesto
gue la clonidina a altas dosis podria reemplazar la perdida de NA

en la corteza frontal y asi restaurar la funcién mneménica.

Efecto de la administracidén de idazoxan.

Con la administracién semicrénica del idazoxan de 6 mg/kg cada
12 horas durante 10 dias encontramos que bajo nuestras condiciones
experimentales, no hubo cambios significativos en el aprendizaje
espacial optimizado. Esto no concuerda con lo esperado ya que la
aceidén de los antagonistas de los receptores o, es incrementar la

actividad noradrenérgica (Aghajanian, Cedarbaum y Wang, 1977). El
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presente hallazgo probablemente se deba a dque el modelo de
aprendizaje espacial esta optimizado a un maximo. Por ello cuando
previo a la sesién de aprendizaje administramos idazoxan a razén
de 4 mg/kg en dosis aguda, una vez cada 24 hrs y en condiciones en
que la velocidad de adquisicién del aprendizaje esta limitada,
encontramos un ‘incremento tanto en la velocidad de adquisicién como
en el efecto méximo del porcentaje de aciertos. Algo similar se
encontrd con la administracién semicrénica de idazoxan de 6 mg/kg
pero, bajo las condiciones del aprendizaje limitado encontramos un
aumento tanto en la velocidad de adquisicién como en el efecto
maximo. Esto concuerda con estudios recientes en los que el
idazoxan a dosis de 2 mg/kg induce un incremento cuantificable y
significativo en la actividad noradrenérgica en diferentes Aareas
del cerebro. Por otra parte, algunos autores han encontrado que el
idazoxan aumenta 1la conducta discriminativa (Sanger, 1989) vy

facilita el aprendizaje (Dickinson, 1989).

Efecto de la administracién de atipamazole.

Con la administracién semicrénica de otro antagonista de los
receptores a,, el atipamazole a razén de 2.5 mg/kg cada 12 horas
durante 10 dias y bajo condiciones de aprendizaje &ptimo, no
encontramos cambios significativos en el aprenzaje espacial. En el
caso de la administracién de atipamazole previa a la sesibn de
aprendizaje a dosis agudas de 5 mg/kg cada 24 hrs durante los dos

dias que durd el aprendizaje, produjo un incremento significativo
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tahto en la velocidad de adquiéicién del aprendizaje como en el
nimero maximo de aciertos (grdfica 9). Esto concuerda con 1o
esperado ya que un antagonista a, facilita la liberacidn de NA de
las terminaies nerviosas (Scheinin, 1988) y con ello el

aprendizaje.
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EFECTO DEL APRENDIZAJE Y DROGAS NORADRENERGICAS

B8OBRE LA POBLACION DE RECEPTORES «a,

Con tecnicas de "unién" de radioligandos noradrenérgicos se
‘ han identificado y caracterizado farmacolégicamente en forma
directa los receptores adrenérgicos «;, tanto a nivel periférico
como en diferentes estructuras centrales (Bylund, 1987; Unnerstall,
1987)

El paradigma de adquisicién del aprendizaje utilizado en esta
tesis, presenta la caracteristica de que es altamente reproducible,
lo mismo que 1las tecnicas de cuantificacidén de 1los receptores
estudiados. Los valores de la poblacién de receptores en los
animales controles empleados nos indican el valor de referencia de
la poblacién de receptores a con respecto a los datos encontrados
en los grupos experimentales y gue, los cambios de estos receptores
en dichos grupos se deben al fendmeno del aprendizaje, a la accién
de las drogas noradrenérgica o bien a ambos respectivamente. La
importancia de estudiar cambios neuroguimicos asociados al proceso
de aprendizaje radica en el interés de encontrar un correlato
molecular, gue sea la base necesaria y suficiente del aprendizaje
(Rose, 1977). Un posible correlato neuroquimico, se encontrd en
base a los cambios de la sintesis proteica en diferentes areas del
sistema nervioso central, asociado con el aprendizaje (Alemén,
1982), o en base a cambios en la poblacién de receptores a; en

diferentes paradigmas de aprendizaje (Ortega, 1987).
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Ratas que se les Sometié a la Adquisicién de Aprendizaje,

Administracién de Anfetamina, o a Ambas Condiciones.

En relacién a los cambios de la poblacién de receptores o, el
ligando que se utilizé fue [°H]-prazosina, ya gque se une
especificamente y con alta afinidad (menor a 1 nM) a un solo sitio
o receptor en forma rdpida, reversible y saturable. Esto ocurre en
membranas cerebrales de rata (Battaglia, 1983), por otra parte este

ligando tiene una baja unién inespecifica (Bylund, 1987).

El efecto del aprendizaje espacial sobre los receptores a,.

Analizando nuestros resultados observamos que en el grupo con
aprendizaje hay una disminucién del 50% de los receptores a; en Hp,
que concuerda con lo esperado, ya que suponemos que el proceso de
aprendizaje aumenta la liberacién de NA y en esta situacidn es de
esperarse que disminuyera la poblacidn de los receptores @, en las
dreas analizadas.

Sin embargo hubo un aumento en la poblacién de receptores a
en CTP siendo esto contrario a 1o esperado. En CF y NC no hubo
cambios significativos. Eli efecto contradictorio en CTP
probablemente se deba a un efecto compensatorio o de rebote en la
velocidad de sintesis de estos receptores o bien a que los cambios

en lo receptores a; se manifiestan en forma diferente en algunas de

79

SR

Sl B s TECA



las A4reas cerebrales analizadas, esto es que en alghnas de las
regiones el. efecto del aprendizaje afecta poco o nada a estos
receptores como es el caso de CF y NC o bien que el efecto
contrarico a lo esperado como en CTP probablemente se deba a la

existencia de un tipo diferente de receptor a, (Lomasney, 1991).

El efecto de la administracién de anfetamina sobre receptores ai.

Por otro lado, en el grupo con administracién semicrénica
de anfetamina hay una disminucién de estos receptores en NC lo que
apoya nuestra hipdtesis, ya que los antagonistas noradrenérgicos
@y, incrementan los niveles de NA y como consecuencia producen una
"regulacién hacia abajo" de estos receptores. Por otra parte
encontramos aumentos de estos receptores en CF y CTP siendo esto
contrario a lo esperado. Una posible explicacién es, que la NA, en
estas condiciones de administracién semicrénica de anfetamina se
una a mis de un subtipo diferente del receptor ¢;. Otra posible
explicacién es que en estas &reas nuestro ligando, no fue 1lo

suficientemente especifico para nuestro receptor (Lomasney, 1991).

El1 efecto del aprendizaje optimizado y la administracién de
anfetamina sobre los receptores a.

Finalmente en el grupo con anfetamina y aprendizaje se
esperaba una suma algebraica ‘de estos dos efectos, esto es que
tanto el aprendizaje produce una "regulacién hacia abajo" de los
receptores ay, como la administracién de anfetamina también hace lo

mismo lo que reforzaria el mismo tipo de respuesta. Esto se observa
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solamente en NC, donde hay una disminucién severa de estos
receptores.

Por otra parte, en Hp eré de esperarse una disminucién de
estos receptores sin embargo, anteriormente observamos que en el
grupo de aprendizaje si hay reduccién de estos receptores y en el
grupo con anfetamina no hubo cambios significativos. En relacidn a
estos resultados era de esperarse una ligera disminucién de los
receptores como resultado de la suma algebraica de los dos efectos.
Sin embargo no hubo cambios significatives en Hp. Elleo
probablemente se debidé a que el efecto de la administracién
semicrénica de anfetamina predominé sobre el efecto del
aprendizaje. En la CTP y CF no hubo cambios significativos, esto no
concuerda con lo esperade ni con la suma algebraica de los dos

efectos, no tenemos una explicacién posible a estos resultados.
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Ratas que se les Sometid a la Adquisicidén de Aprendizaje,

Administracién de Prazosina, o a Ambas Condiciones.

El efecto del aprendizaje sobre los receptores a,.

Al cuantificar los receptores d“ en las ratas con aprendizaje
observamos aumentos en la poblacién de receptores a, en Hp y en
CTP, lo gue nhco concuerda con lo esperado ya que un procesco de
aprendizaje deberia de producir una "regulacién hacia abajo" de los
receptores « (Bylund, 1987; Bylund y ©U’Prichard, 1983)
Probablemente ello se deba a que en estas ireas existen diferencias
de este tipo de receptores (Lomasney, 1991), y en ellas la NA
podria actuar como un antagonista. En CF y en NC no hubo cambios
significativos, pero si una tendencia a disminuir, 'esto
‘probablemente se deba a una baja especificidad del ligando hacia un
solo tipo de receptor, o quizas nuevamente debido a la presencia de

un diferente tipo de receptor a,.

El efeéto de la administracién de prazosina sobre receptores aj.
En el grupo con administracién de prazosina hay.aumentos en la
densidad de estos receptores -en Hp, CTP y CF, esto apoya nuestra
hipétesis y resultados previos (Alavarez y Jimenez, 1993; Bylund,
1987; Bylund y U’Prichard, 1983) ya que un antagonista a,; produce
una "regulacién hacia arriba" de estos receptores como consecuencia
del blogqueo de la accién de la NA en el receptor postsindptico.

Probablemente la prazosina se une preferentemente a un subtipo de
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receptor de alta afinidad como el «,, presente tanto en Hp como en
las cortezas (Lomasney, 1991)._No hubo cambios significativos en
NC, gquizas debido a que la prazosina se unié a un subtipo de
receptor presente en esta drea o bien al tiempo gue transcurrio
desde la ﬁltimé administracién de esta droga hasta la determinacién
del receptor, lo que probablemente produjo una compensacién en el

metabolismo de este receptor.

El efecto del aprendizaje optimizado y la administracién de
prazosina sobre receptores a,.

Finalmente en el grupo con prazosina y aprendizaje se esperaba
un efecto equivalente a la suma algebraica entfe estos dos efectos
tedricamente opuestos y que probablemente predominara el efecto de
mayor intensidad. Nuestros resultados concuerdan en CF Yy en CTP.
Una posible explicacién, es gue en CF el efecto de la combinacién
del aprendizaje y prazosina predomind el efecto de la droga lo que
produjo un aumento de la densidad de receptores. En NC el
aprendizaje y la prazosina no produjeron cambios significativos por
lo que la combinacién de ambos produjo una tendencia de disminucién
en los receptores &, lo que podria sugerir que esta &rea no esta
implicada en este tipo de aprendizaje. Sin embargo los resultados
en Hp no concuerdan, ya dque observamos gque el efecto de 1la
combinacién del aprendizaje y prazosina disminuyé la densidad del
los receptores «; lo que indica- un predominié del efecto del
aprendizaje sobre el de la prazosina en esta Aarea.

Sucedidé el caso contrario en CTP, en donde encontramos un
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aumento excesivo de los receptores a,, esperabames un aumento pero
no tan intenso lo que nos dice gque probablemente predominé el

efecto de la prazosina.
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EFECTO DEL APRENDIZAJE Y DROGAS NORADRENERGICAS

SOBRE LA POBLACION DE RECEPTORES a,.

El RX781094 y el RX821002, son ligandos antagonistas
especificos a receptores noradrenérgicos a, con un mayor
coeficiente de selectividad a,/a; mas alto que la yohimbina y
rauwolscina (Dettmar, 1981), por lo que hemos utilizado el RX781094
tritiado para el marcaje de los receptores noradrenérgicos a, en

membranas de varias &reas del cerebro de rata (Regan, 1987).

Ratas que se les Sometié a la Adquisicidén de Aprendizaje,

Administracién de p-Aminoclonidina, o a Ambas Condiciones

El efecto del aprendizaje optimizado sobre receptores a,.

Los sitios de unién especifica a {H]-RX821002, bajo la accién
del aprendizaje aumentarén los receptores a,, en Hp, CF y NC, lo
que esta de acuerdo con una mayor actividad noradrenérgica en estas

condiciones.

El efecto de p-aminoclonidina sobre receptores a,

Por otra parte la administracién semicrénica de
aminoclonidina, aumenté significativamente la poblacién de los
receptores a, en Hp, CF y NC. Como agonista de estos receptores
esperamos que en todas las &reas disminuyera su poblacién, sin
embargo los incrementos sugieren que la droga funcionalmente es un

antagonista en este AR, ya que inhibe la liberacion de NA lo que
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podrié producir una regulacion " hacia arriba" de estos receptores
o bien podria estar actuado en los receptores a, postsinaptico y
dque al parecer son un subtipo diferente al receptor a, (Lomasney.

1991).

El efectc del aprendizaje optimizado y la administracién de p-

aminoclonidina sobre receptores a,.

Por Gltimo en el grupo de ratas que se les sometidéd a la
administracién de aminoclonidina y aprendizaje esperabamos cambios
de estosrreceptores en la direccién de la suma algebraica de los
dos efectos. La aminoclonidina tenderia a aumentarlos, ya que la
droga inhibe la liberacién de NA de sus terminales y con ello
indirectamente una regulacidén "hacia arriba" de dichos receptores.
El aprendizaje aumentaria la liberacién de NA, la cual ejerceria
una funcién inhibitoria en este receptor, lo gue induciria una
regulacién "“hacia arriba". Nuestros resultados mueétran un
predominio del efecto del agonista a;, o sea el de aumentar estos

sitios, en Hp, CF y NC.

86 .



Ratas que se les Sometid a la Adquisicién de Aprendizaje,

Administracién de Idazoxan, o a Ambas Condiciones

El1 efecto del aprendizaje optimizado sobre receptores «,.

Cuando cuantificamos la poblacién de receptores a, con el
[(H]RX781094, en el grupo con aprendizaje se esperaba que produjers
aumentos en los receptores ¢, ya que este proceso inhibe 1la
liberacién de NA en la presinépsis, pero los resultados solo
concuerdan en Hp. En CF no se detectaron cambios significativos
perc si una tendencia a baiar, posiblemente debido a que el efecto
del aprendizaje no fue 1lo suficientemente intenso como para
producir cambio alguno en la poblacidn del receptor «, o a la unién

del ligando a otro subtipo de receptor a,.

El efecto del idazoxan sobre receptores a,.

La disminucién de la poblacidén de receptores a, con 1la
administracién de idazoxan un supuesto antagonista de este
receptor, sin embargo funcionalmente es un agonista ya que facilita
la liberacion de la NA, por lo tanto debe de inducir un descenso en
la poblacién de estos receptores lo que esta de acuerdo con lo gque

se encontrd.,

El1 efecto del aprendizaje optimizado y la administracién de
idazoxan sobre receptores a,.

En el caso del idazoxan méds aprendizaje esperabamos que la

87



poblacién de estos receptores fuera una suma algebraica de ambos
efectos, ya que por un lado esta droga produce una "“regulacién
hacia abajo" y por otro el propio aprendizaje los aumenta, los
resultados obtenidos concuerdan solo en Hp y en .CF. En NC donde
disminuyeron quizas de deba a la existencia de un subtipo de
receptor a, (Lomasney, 1991} en esta &rea © bien a un efecto

predominate de la droga.
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Ratas que se les Sometidé a la Adquisicién de Aprendizaje,

Administracién de Atipamazole, o a Ambas Condiciones.

El1 efecto del aprendizaje optimizado sobre receptores aj,.

» Cuande cuantificamos la poblacién de receptores a, con el
(*H]RX821002, en el grupo de aprendizaje se esperaba que produjera
aumentos en estos receptores ya dque este proceso inhibe 1la

liberacién de NA en la presinapsis, los resultados concuerdan en Hp

Yy NC., En CF no se detectarédn cambios significativos (p>0.05).

El efecto de la administracidn de atipamazole sobre receptores «,.

La administracidén de atipamazole no produjo cambios
significativos en dichos sitiocs de unién pero existe una tendencia
que concuerda con lo esperado, Yya que esta sustancia como
antagonista «, pero facilitador de la liberacion de NA, deberia
disminuir su poblacidén. Otra posible explicacién es la unién del
liéando a un diferente tipo de receptor «, (Lomasney, 1991). Sin
embargo no habria que descartar que la afinidad de nuestro farmaco
y de nuestro ligando por este receptor no fue tan alta, para

observar cambio alguno.

El efecto del aprendizaje optimizado y la administracién de
atipamazole sobre receptores a,.
En el caso del atipamazole y el aprendizaje esperabamos una

suma algebraica de ambos efectos sobre estos receptores, ya que
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ambos tienen efectos opuestos sobre estos receptores. Nuestros
resultados no presentaron cambios significativos en Hp, CF ni en
NC. En el caso de Hp hay una concordancia con los esperado aungue
quiza un mayor efecto del aprendizaje.

En general podemos decir que, la mayoria de los resultados
obtenidos en la cuantificacién de la densidad de los receptores q
Y &, en las &reas énalizadas (NC, Hp, CTP y CF), desde un punto de
vista tedrico concuerdan con los resultados esperados. Agquellos
datos que no concuerdan, se deben a algunas de las siguientes

posibles causas:

- A la posible existencia de m&s de un subtipo de receptor,
tanto para los AR a; como para los a,.

- Posiblemente la afinidad del 1ligando, [*H]prazosina,
[3H]Rx781094 y [(H]RX821002 no sea de wuna alta
especificidad para el tipo de receptor estudiado.

- Tanto la magnitud como la direccién de los cambiocs en la
densidad de los receptores a, probablemente dependan del
tiempo que transcurrié desde la Gltima administracién de

las drogas hasta su estudio.
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CONCLUSIONES

a) La administracién semicrénica de anfetamina, idazoxan y
atipamazole, no afectaron la velocidad de adquisicién del
aprendizaje optimizado. Sin embargo sucedidé una situacidén
contraria en el aprendizaje limitado en su velocidad de
adquisicién, donde estas drogas si lo incrementaron, tanto con
dosis agudas como con dosigs semicrénicas.

b) La administracién semicrénica de prazosina y p-

aminoclonidina, retardan la velocidad de adquisicién y el

efecto maximo en el aprendizaje optimizado.

a) El aprendizaje espacial optimizado aumentd la poblacién de
receptores a; solo en CTP. No se produjeron cambios
significativos en CF ni en NC, y en Hp los resultados se
dieron en ambos sentidos.

b) El aprendizaje espacial optimizado en terminos generales

aumentd la poblacién de los receptores a, en Hp, CF y NC.

a) La administracién semicrénica de anfetamina produjo una
disminucién de los recept‘:ores a; en NC. y un aumentdé en CTP y
CF. En Hp no hubo cambios significativos.

b) La administracién semicrénica de prazosina aumenté los

receptores a; en Hp, CF y CTP. Er NC no hubo cambios.
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¢) La administracién semicrénica de aminoclonidina aumenté la

poblacién de receptores a, en Hp CF y NC.

-d) La administracién semicrénica de idazoxan disminuyé 1la

poblacién de receptores @, en NC, CF y HP.
e) La administracién semicrénica de atipamazole no produjo
cambios significativos en la poblacién de receptores en las

4reas analizadas.

.a) La administracién de anfetamina mds aprendizaje optimizado,

produjo disminucién en los receptores a; en NC.

b) La administracién semicrbni_.ca de prazosina mis aprendizaje
optimjzade aumenté la poblacién de los receptores a, en CTP y
en CF.

c) La administracién semicrénica de aminoclonidina mas
api:endizaje optimizado produjé incremento en los receptores a,
en Hp, CF y en NC. .

d) La administracién semicrdnica de idazoxan mas aprendizaje
produjé un aumentd de 1los receptores a, en Hp Yy una

disminucién en CF y en NC.

En general en la mayoria de los casos los cambios en los
receptores a, ¥ @, en las areas analizadas concuerdan con los
resultados teéricos esperados. Sin embargo los cambios de los
receptores o, fueron mis notorios que en los receptores a; en
las diferentes areas ya sea solo por el efecto de la droga o

en forma conjunta con el aprendizaje.
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