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RESUMEN

Existen evidencias que el propanolol inhibe la potenciaciéon sinaptica de largo plazo en
rebanadas de hipocampo, sugiriendo que este compuesto deprime la transduccién de sefales
dependiente de la activacién del receptor (-adrenérgico. En la corteza occipital, se ha desctito
también el fenémeno de la potenciacion sinaptica de largo plazo, caracterizado por un aumento
progresivo en la actividad de las neuronas piramidales, el cual puede ser evocado por estimulacion
de alta frecuencia de la fibra neuronal. la potenciacién sinaptica occipital, al igual que en el
hipocampo, depende principalmente de receptores NMDA, pero ademas se ha visto una
importante acciéon de los treceptores P-adrenérgicos. Se estudié el efecto de la administracion
intraperitoneal de propanolol en la potenciacion de largo plazo occipital de la rata. Ratas albinas de
la cepa Sprague-Dawley de 150-300 g. fueron anestesiadas con uretano (1.5 g/Kg de peso vivo). La

estimulacién consistié en pulsos simples de onda cuadrada de 100 ps de duracién, 0.2 Hz y de

intensidad creciente (entre 50 y 200 pA), con el objeto de determinar la maxima amplitud asint6tica
de las respuestas evocadas contralaterales. La potenciacion de largo plazo se indujo aplicando un
tren tetanizante de ondas rectangulares monofasicas de 500 ms de duracién, 312 Hz, y una
intensidad 50% mayor que la necesaria para obtener respuestas basales. Los resultados muestran
que propanolol (1, 25; 2,5 y 5,0 mg/kg ip.), indujo una inhibicién dosis-dependiente de la
potenciacién sindptica de largo plazo. Esta observacion indica que propanolol es capaz de interferir
a nivel cortical con el componente noradrenérgico mediado por receptores beta en la potenciacion
de largo plazo. Dado que la potenciacién sinaptica es el principal fenémeno que sustenta los
mecanismos centrales involucrados en el desarrollo de la memoria y el aprendizaje, el presente
estudio puede contribuir a futuras aplicaciones clinicas, en situaciones de estrés cronico y/o
malnutricién petinatal donde ocurren cambios en la disponibilidad de noradrenalina central y/o en
la densidad de sus receptores, en donde la activacién de los receptores B-adrenérgicos podria ser
insuficiente comprometiendo procesos de memoria y aprendizaje. En este sentido, tal vez parte de
los esfuerzos terapéuticos futuros para el tratamiento de estos desérdenes deberfan estar dirigidos
hacia la correcciéon farmacoldgica de los niveles endégenos de noradrenalina central con el objeto

de paliar los déficits de aprendizaje y memoria que acompafian a estos cuadros crénicos.



SUMMARY

It has been reported that propranolol inhibits hippocampal long-term potentiation,
suggesting that this composite depresses the transduction of signals that depends on the activation
of the B-adrenoceptors. In the occipital cortex, has also been described the phenomenon of the
long term potentiation, characterized for a progressive increase in the activity of the pyramidal
neurons, which can be evoked for stimulation of high frequency of the neuronal fiber. The occipital
synaptic potentiation, just as in the hipocampus, depends principally of NMDA receptors, but
moreover has seen an important action of the B-adrenoceptors. It has been studied the effect of the
intraperitoneal administration of propranolol in the long term potentiation of the occipital cortex of
the rat. were studied. Sprague-Dawley rats weighing 150-300 g were anesthetized with
urethane (1,5 g/Kg body weight). The stimulation consisted in simple pulses of square wave of
100 us of duration, 0.2 Hz and of growing intensity (between 50 and 200 pA) with the object of
deciding the maximum asymptotic amplitude of the contralaterals answers evoked. The long term
potentiation was induced by applying a tetanic train of rectangular waves of single-phase of 500 ms
of duration, 312 Hz, and an intensity 50% major that the privy to obtain basal answers. The results
show that propranolol ( 1,25; 2,5 and 5,0 Mg/kg i.p.), induced dose-dependent inhibition of
long term potentiation activity . This indicates that propranolol is able to interfere with the
noradrenergic-mediated B-adrenoceptors component of the long term potentiation in the occipital
cortex. . Since long term potentiation is the principal phenomenon undetlying central
mechanisms for the development of the memory and the learning, the present studies can
contribute to future clinical applications, in situations of chronic stress and/or in perinatal
malnutrition where occur changes in the availability for service of central noradrenaline and/or in
the density of his receptors, where the activation of the 8- adrenoreceptores could be insufficient
compromising processes of memory and learning. In this sense, perhaps part of the therapeutic
future efforts for the treatment of these disorders must be directed towards the pharmacological
correction of the endogenous levels of central noradrenaline|with the object of palliating the

deficits of learning and memory that accompanies these chronic squares.



I. INTRODUCCION

Hasta hoy se conoce poco sobre los mecanismos neuronales del aprendizaje y
memoria. Se sabe que estan implicadas simultaneamente diversas porciones de la corteza
cerebral, el talamo, el sistema limbico, y la formacién reticular del tronco encefalico.
Probablemente algunos aprendizajes primitivos dependan sélo de centros inferiores, tales
como las memorias del dolor. Por el contrario, la mayor parte de los aprendizajes visuales

requieren de una corteza cerebral indemne.

Fisiolégicamente, un recuerdo es originado por una variacion en la capacidad de
transmisioén sinaptica de una neurona a la siguiente, esto como resultado de una actividad
previa neuronal. A su vez estos cambios o variaciones hacen que se desarrollen nuevas vias

o vias facilitadas de transmision de sefiales a través de los circuitos neuronales del encéfalo.

Existen numerosas razones para creer que los procesos de la memoria y el
aprendizaje se basan en esta propiedad que tienen las células nerviosas de variar, de
reorganizar sus conexiones sinapticas y modificar su bioquimica. Esta capacidad de

cambios es denominada como plasticidad neuronal.

En estos procesos de memoria y aprendizaje que se desarrollan en la corteza
cerebral y otras estructuras subcorticales, estan involucrados una gran variedad de factores,
entre estos, algunos externos como la nutricién y el ambiente, y otros internos, como la
propiedad sinaptica llamada potenciaciéon de largo plazo. Esta propiedad sinaptica se

considera hoy como uno de los modelos mas utiles de plasticidad neuronal.

En general, existe consenso en definir a la potenciaciéon de largo plazo como un
incremento de larga duracién en la eficacia sinaptica, que puede ser inducida por actividad
sinaptica repetitiva. La potenciacion de largo plazo desde que fue descubierta en los afios
70, ha sido estudiada preferentemente en el hipocampo, aunque también se conoce su

existencia en la corteza cerebral y otras regiones del cerebro.



La investigacion de las bases celulares y moleculares del aprendizaje y la memoria ha
tenido un enorme impulso en la década pasada y constituye una de las areas de

investigaciéon mas activas de la neurobiologia de nuestros dfas.

Diferentes estudios ‘%z vitro”, sehalan que la noradrenalina facilita la potenciacion de
largo plazo; este efecto beneficioso de noradrenalina se ejerce via receptores [3-
adrenérgicos, ya que es revertido por antagonistas -adrenérgicos. Otra clase de receptores
del sistema noradrenérgico, los receptores o, también estan involucrados en el proceso de
la potenciacion de largo plazo, pero en este caso su activacién produce efectos contrarios a
la activacién a los receptores [3, llevando a una disminucién e incluso a la inhibicién de esta

propiedad sinaptica.

En esta memoria de titulo se estudié ‘%z wivo”, el bloqueo de los receptores [3-
adrenérgicos sobre la potenciacién de largo plazo inducida en la corteza cerebral de la rata

por estimulacién de fibras aferentes callosales.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Memoria y Aprendizaje.

Los esfuerzos encaminados a descubrir el sustrato molecular de la memoria, dieron sus
primeros frutos a partir de la publicacion del célebre libro del doctor Donald Hebb (1958):
“La Organizacion del Comportamiento”. En dicho texto, fue postulado por primera vez
que las sinapsis no eran inmodificables sino que, por el contrario, existian mecanismos por
medio de los cuales eran fortalecidas, y ello sent6 las bases de la moderna teorfa de la
plasticidad neuronal. Trabajos realizados en las ultimas décadas, tanto en modelos
animales, en rebanadas de tejido cerebral, como en cultivos de células nerviosas, han
permitido concluir que la memoria es almacenada en las sinapsis, y para formar nuevos
recuerdos es necesario modificar las existentes incrementando su eficiencia segun los
postulados de Hebb, o bien establecer nuevas conexiones entre células vecinas. Se puede
por lo tanto concluir que los neurotransmisores, ademas de las respuestas eléctricas, son
también capaces de inducir cambios estructurales en las neuronas. En el caso de la
memoria, el principal mediador de estos procesos es el neurotransmisor glutamato, que

interactda con varios tipos de moléculas receptoras.

Desde un punto de vista fisiologico, los procesos cognitivos son originados por
cambios en la capacidad de transmisién sinaptica de una neurona a la siguiente, como
resultado de variaciones de la actividad previa. Estos cambios, a su vez, hacen que se
desarrollen nuevas vias o vias facilitadas de transmision de sefiales a través de los circuitos

neuronales del encéfalo implicados en la memoria y el aprendizaje (Guyton y Hall, 1997).

Se sabe que algunos recuerdos duran tan solo unos segundos y otros duran horas,
dias, meses o afos. Una explicaciéon de la memoria a corto plazo es la potenciacion
sinaptica, que puede facilitar la conduccién sinaptica (Guyton y Hall, 1997). En contraste,
se cree que la memoria a largo plazo es el resultado de alteraciones estructurales reales en

las sinapsis, consecutivas a cambios quimicos, que facilitan o suprimen la conducciéon de

seflales (Guyton y Hall, 1997).



A pesar de que aun son desconocidos los mecanismos celulares y moleculares del
aprendizaje y de la memoria, se acepta que estos procesos se relacionan en alto grado con

fenémenos de plasticidad neuronal.

El estudio de la potenciacion de largo plazo ha despertado especial interés no sélo
como una de las principales expresiones de plasticidad, sino que también por su relaciéon
con el aprendizaje y la memoria, problematica que es abordable experimentalmente. De la
plasticidad neuronal depende la memoria, el aprendizaje y las modificaciones del
comportamiento para adaptarse a un medio ambiente
cambiante. Ademas, la plasticidad neuronal esta implicada en la recuperaciéon funcional

después de cualquier lesion cerebral.

Las formas o tipos de memoria son procesos en que puede haber reconocimiento
sensorial de algo (de un objeto, de una cara), en el marco de un determinado tipo de
informacién (auditiva, olfativa o visual), pero también otras memorias se pueden relacionar
a aprendizajes motores (habilidades motoras), emocionales (miedo), o a aprendizajes

ligados a formas de razonamiento (aprender a multiplicar, por ejemplo).

Se ha visto que regiones corticales, tanto del sector frontal como occipital de la
corteza, presentan propiedades de potenciaciéon de largo plazo, las que se relacionarian
directamente con el proceso de consolidacién de la memoria, esto es el paso de la memoria
desde un estado labil a un estado mas permanente (Vickery ez a/, 1997; Volgushev e al,
1999).

Estudios recientes han establecido que el entrenamiento en una tarea refuerza
conexiones sinapticas en areas de la corteza relacionadas con dicha actividad, y que este
reforzamiento sinaptico se produce a través de la induccién de potenciacion de largo plazo

cortical (Rioult-Pedotti ¢7 a/, 1998 y Rioult-Pedotti ez a/, 2000).



2. Plasticidad neuronal.

Hace mas de 30 afios fueron descubiertos los principios de la plasticidad neuronal, cuando
Bliss y Lomo (1973) fueron capaces de poner en evidencia que la potenciaciéon de largo

plazo es el mecanismo fundamental del aprendizaje y memoria.

Hoy se sabe que la estructura de las neuronas y del sistema nervioso esta
determinada genéticamente y que, ademas, su desarrollo puede ser modificado por otros
factores distintos, epigenéticos, como es la influencia de otras células y sus conexiones, o
por requerimientos ambientales. Se dice que el sistema nervioso es plastico ya que, en
efecto, puede modificar su estructura y funciéon. Uno de los niveles funcionales donde la
plasticidad se muestra en forma indiscutida, es el sinaptico. A este nivel, dos fenémenos
son considerados expresion importante de la plasticidad sinaptica: la potenciacién de largo
plazo y la depresion de largo plazo; también el “wind up”, una forma de potenciacion

sinaptica del dolor a nivel espinal, se considera un fenémeno plastico.

Se cree que la plasticidad sindptica es el mecanismo celular que estd en la base del
almacenamiento de informacion, en forma de memoria, en el cerebro de los mamiferos.
Esta nocién es consistente con la evidencia creciente que la corteza sensorial primaria
permanece plastica en la madurez, y que los mecanismos de potenciacion de largo plazo

pueden contribuir a esta plasticidad (Arnold, et al 2001).

También esta claro que, sin tener en cuenta la edad, la plasticidad cortical
experiencia-dependiente puede tener un impacto funcional importante en el procesamiento
sensorial (Weinberger, 1995; Buonomano y Merzenich, 1998). En relacién a la corteza
visual, se ha descrito que los mecanismos de potenciacion de largo plazo contribuyen a la
adquisicion experiencia-dependiente de sensibilidad visual durante el periodo critico (Bear
et al., 1987; Frégnac y Shulz, 1994; Singer, 1995). En efecto, se ha establecido que la capa
IT/IIT es un sitio de plasticidad sindptica robusta en la corteza visual adulta (Kitkwood y
Bear, 1994).

Esta plasticidad es prontamente inducida en los adultos (McLean y Palmer, 1998),
aunque los sistemas intracelulares de segundos mensajeros que participan en la plasticidad
sindptica en la corteza visual tienen una relevancia mayor durante un periodo critico

temprano de la vida postnatal (Dudek y Bear, 1989).


http://www.jneurosci.org/cgi/content/full/21/24/#B27

3. Potenciacién de largo plazo.

A partir de los trabajos de Bliss y Lomo (1973), la potenciacion de largo plazo se ha
descrito en diferentes tipos de sinapsis. Ellos demostraron que un estimulo breve pero de
alta frecuencia sobre la via perforante, entrada al giro dentado en el hipocampo, producia

un aumento duradero de los potenciales locales registrados extracelularmente en la region

CA;

Dichos investigadores describieron el aumento de la eficiencia sinaptica con la
estimulacion eléctrica repetitiva. Asi, aquellas sinapsis inicialmente débiles modifican su
arquitectura después de ser sometidas a estimulos de alta frecuencia, de tal forma que en
etapas subsiguientes transmiten los impulsos nerviosos en una forma mas intensa. Dicho
fenémeno ha recibido el nombre de potenciacién de largo plazo (TP, siglas del inglés

Long Term Potentiation) y constituye un proceso compartido por toda la escala zooldgica.

Esta propiedad sinaptica se considera hoy como uno de los modelos mas ttiles de
plasticidad neuronal. En general, existe consenso en definir a la potenciaciéon de largo plazo
como un incremento de larga duracién en la eficacia sinaptica, que puede ser inducida por
actividad sinaptica repetitiva (Brown e# al, 1988). Los mecanismos de transducciéon de
sefiales que conducen al desarrollo de la potenciacién sinaptica de largo plazo, han sido
descritos a nivel hipocampal por Malenka y Nicoll (1999) y en la corteza cerebral y otras

areas del cerebro por Bennett (2000).

3.1. Mecanismo celular y molecular de la potenciaciéon de largo plazo.

En estado basal, los canales i6nicos de los receptores NMDA permanecen cerrados
y bloqueados por una molécula de magnesio y, para ser activados, debe ocurrir una
secuencia de fenémenos que se inicia con la despolarizacién neuronal dependiente de
otros receptores. El cambio de potencial eléctrico de la membrana hace que el magnesio
sea desplazado del sitio activo y asi, las moléculas de glutamato procedentes de la terminal
presinaptica estimulan al receptor NMDA y se abren los canales que permiten el ingreso

de calcio y sodio ( Kandel, 2001).



Una vez dentro de la célula, el i6n calcio actia como segundo mensajero para la
activaciéon de diversas enzimas tales como la proteina kinasa calcio/fosfolipido
dependiente (PKC), la proteina kinasa calcio/calmodulina dependiente (CaMKII) y una
tirosina kinasa calcio dependiente (TrK). El calcio también puede activar a la adenilciclasa,
enzima que cataliza la sintesis de AMPc, el que a su vez activa la proteina kinasa PKA.
Como resultado de la activaciéon de estas diversas proteinas kinasas, se promueve la
fosforilacion de numerosas proteinas intracelulares y algunas kinasas son translocadas al
interior de nucleo (Kandel, 2001). Una vez alli, modifican diversos sustratos, en particular

las moléculas de la familia de factores de transcripcion CREB.

Existen dos variedades de tales factores: CREB2 que actian como represor de la
transcripcién y permanece activo en estado basal, y CREB1, con efecto estimulante y que
se encuentra inhibido en condiciones de reposo. Las kinasas bloquean la accion de CREB2
y activan el factor CREBI1, lo que a su vez permite que los elementos de respuesta al AMP

ciclico promuevan la transcripcion temprana de ciertos genes (Kandel , 2001).

Se ha comprobado que el oxido nitrico, un mediador que resulta de la activacion de
CaMKII, se encuentra en neuronas de diversas zonas del encéfalo, como el hipocampo, y

que este mediador es fundamental para el desarrollo de potenciacién de largo plazo.

En efecto, las drogas que bloquean a la enzima 6xido nitrico sintasa, y por tanto la
formacion de oxido nitrico, impiden el establecimiento de la potenciacién de largo plazo
en rebanadas de hipocampo; de igual modo, la potenciacién de largo plazo es bloqueada

port sustancias quimicas que capturan el oxido nitrico presente en el fluido intersticial.



Mecanismo de la potenciacion de largo plazo.

(3)

1z2) —{13)

1.Parte presinaptica, 2.Vesiculas glutamatérgicas, 3.Moléculas del neurotransmisor
glutamato, 4.Receptor metabotrépico, 5.Receptor a NMDA (canal de calcio), 6.Receptor no-
NMDA, 7.Reticulo endoplasmico, 8.Sistema generador de 2° mensajero, 9.Espina dendritica,
10.Canal de calcio regulado por voltaje, 11.Concentracién de calcio en la espina dendritica,
12.Quinasas dependientes de calcio, 13.Sistema de generacién de mensajeros retrégrados
(NO,CO), 14. Terminal nervioso hipersecretor, 15.Frecuencia de potenciales de accién que

invaden el terminal (adaptado de www.uc.cl.)

Figura 1: Cuando se aumenta la intensidad del estimulo y la membrana siniptica es
claramente despolarizada (condiciones de estimulacion conducentes a potenciacion de largo
plazo) se anula el bloqueo del receptor NMDA que mantiene el ién magnesio. Esta
situacion permite mayor entrada de Na“ y de Ca™ y salida de K' por esos canales. El
resultado neto de esos efectos es el aumento del Ca  en la parte dendritica, lo cual activa a
kinasas dependientes de Ca'* como la proteina kinasa dependiente de Ca*? y calmodulina y
la proteina kinasa C. Una de esas kinasas, una isoforma de la proteina kinasa C, queda
persistentemente activa. Asi queda inducido el estado de potenciaciéon de largo plazo, por
despolarizacién, por entrada de Ca*™ y también por la activaciéon por Ca* de la formacion
de segundos mensajeros retrégrados. En relacion a este ultimo factor se ha propuesto que
al activarse la parte postsinaptica, se generan en ella moléculas como el 6xido nitrico o el
monoxido de carbono los cuales fluyen a la parte presinaptica, de ahi el nombre de
mensajeros retrogrados. Estos mensajeros provocarfan en la parte presinaptica la activacion
de proteinas kinasas que mantendrian aumentada la liberaciéon del neurotransmisor
glutamato, estimulando y manteniendo la potenciacion.
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4. Receptores, neurotransmisores que participan en la potenciacion sinaptica

de largo plazo.

Se ha comprobado que existen mas de 50 sustancias quimicas que funcionan como
transmisores sinapticos. Se describen dos grupos de estos neurotransmisores. Uno de estos
comprende los transmisores de molécula pequena y acciéon rapida. El otro esta integrado
por numerosos neuropéptidos cuya molécula es mucho mayor y su accién es mucho mas

lenta (Guyton y Hall, 1997).

Los transmisores de moléculas pequefias y accion rapida son los que originan la
mayoria de las respuestas inmediatas del sistema nervioso, como son la transmisién de las
seflales sensoriales al cerebro y de las sefiales motoras a los musculos. Por otro lado, los
neuropéptidos, suelen producir efectos mas prolongados, tales como cambios en el
nimero de iones y, posiblemente también, cambios a largo plazo en el nimero de sinapsis

y en el tamafio de éstas (Guyton y Hall, 1997).

Existen diversos elementos involucrados en la potenciacion de largo plazo. Dentro
de estos destacan el receptor NMDA, los receptores no-NMDA, ademas de los receptores
B-adrenérgicos, entre otros. Respecto a los neurotransmisores, se ha establecido que el
glutamato cumple un rol fundamental, aunque también la noradrenalina participa en este

fenémeno de plasticidad neuronal.

4.1. Receptores.

4.1.1 El receptor NMDA

Probablemente existen mas estudios sobre los receptores de tipo NMDA que
sobre cualquier otro receptor en el sistema nervioso. La razén es que los receptores
NMDA, ademas de ser muy abundantes en el sistema nervioso, estan implicados en
numerosas funciones cerebrales, tales como el aprendizaje y la memoria, en los

mecanismos de muerte neuronal, y en enfermedades como la epilepsia.



El receptor NMDA pertenece a una de las tres familias receptores ionotrépicos

para glutamato, junto al receptor AMPA vy al receptor de kainato.

Estos receptores fueron primero descritos por sus caracteristicas farmacologicas y
posteriormente por su biologia molecular (Meldrum, 2000). Estas tres clases de receptores
ionotrépicos para el glutamato son complejos macromoleculares que contienen tres
dominios transmembranales denominados M1, M3 y M4 y una porcién reentrante en la
membrana, el dominio M2, que confiere las distintas selectividades i6nicas del canal (Bigge,

1999).

En lo que respecta al receptor de NMDA, este puede ser considerado como una
estructura heteromérica con dos tipos de subunidad, la denominada subunidad NR1 y una
de cuatro subunidades NR2 (NR2-A-NR2D) (Seeburg , 1993). La estimulacién de los
receptores de NMDA es responsable del incremento el calcio intracelular (Castillo, 2000).
Se ha demostrado que la presencia del receptor NMDA en el espacio sinaptico es un
prerrequisito para la plasticidad cerebral; como se ha sefialado anteriormente, el canal del
receptor NMDA no solamente es permeable a sodio y a potasio, también es permeable a

calcio y bloqueado por magnesio (Seeburg ef a/, 2001; Czuczwar, 2000).

A los receptores de NMDA se los relaciona ademas con la mediaciéon de reflejos
polisinapticos que participan en el incremento progresivo de la excitabilidad neuronal por
estimulacién nociceptiva repetitiva de las vias aferentes (fibras C), fenémeno conocido
como "wind-up", el cual probablemente media diferentes estados hiperalgésicos asociados

con la inflamacién y la neuropatia periférica (Sundstrom ez a/,1997).

Los antagonistas de los receptores NMDA y los bloqueadores del canal de este
receptor muestran una serie de efectos opuestos a los de los agonistas, la mayoria de los
cuales son predecibles para los roles fisiologicos de los receptores de NMDA: alteraciones
del aprendizaje, ataxia, miorelajaciéon y sedacion; también han sido reportados efectos
psicomiméticos. Los moduladores de los receptores NMDA tienen un potencial
terapéutico en entidades como la drogo-dependencia, epilepsia, enfermedad de Parkinson,

accidentes vasculares cerebrales, dolot.
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Recientemente se ha hipotetizado una posible alteraciéon en la maduracién de los
receptores de NMDA, la cual conducirfa a los sintomas sicéticos de la esquizofrenia (Trist,

2000; Ruppin, 2000).
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Receptor NMDA.

1.Membrana plasmatica, 2.Canal iénico bloqueado por mg?* en el sitio de bloqueo (4) , 3.Sitio de
bloqueo por mg?*+ , 4.Sitio de unién a compuestos alucinégenos, 5.5itio de unién al Zu?*, 6.Sitio de
union a ligandos agonistas (glutamato) y/o a ligandos antagonistas (APV), 7.Sitios de glicosilacién,
8.Sitios de unién a protones, 9.Sitios de unién a glicina, Sitios de unién a poliaminas, 10.Espacio
extracelular, 11.Espacio intracelular, 12.Subunidad del complejo. 13.Glutamato (neurotransmisor),
14.Sitios de fosforilacién, 15.Electrodo extracelular, 16.Electrodo Intracelular (adaptado de
www.uc.cl).

FIG 2: El receptor NMDA es el mas estudiado por la importancia funcional que ha
demostrado tener. Contiene un canal idnico para el i6n calcio (Ca *?); presenta, ademas del
sitio de unién al glutamato, otros sitios donde se unen el i6n zinc (Zn"?), barbitiricos,
esteroides, drogas como las benzodiazepinas y otros compuestos. Normalmente, cuando la
célula esta en reposo, este receptor-canal se encuentra bloqueado por la presencia del i6n
magnesio (Mg™®). Cuando la célula se despolariza, ese i6n sale del canal, haciéndole
permeable principalmente al calcio.
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4.1.2 Los receptores AMPA y Kainato.

Las subunidades del receptor de AMPA, son derivadas de una familia de 4 genes
denominados GLUR1-GLUR4 (Healy y Meador-Woodruff , 2000). Se ha demostrado que
los receptores de AMPA en las sinapsis glutamatérgicas median la transmisiéon de baja
frecuencia, y estan implicados en la expresion de la potenciaciéon de largo plazo y la
depresion de largo plazo, fenémenos celulares que estan en la base de la formacién de la

memoria (Bliss y Collingridge , 1993).

El estudio de los receptores de kainato ha sido complicado hasta el advenimiento
de nuevos agentes farmacologicos y la ayuda de técnicas de biologia molecular que
permitieron demostrar su existencia. A pesar de estos avances, las propiedades de los
receptores de kainato contindan siendo poco conocidas (Huettner, 2001; Hume e7 a/, 1991,
Genevieve ez al, 1999). Por otra parte, los genes que codifican para el receptor de kainato
estan expresados extensamente a través del sistema nervioso, incluyendo la corteza
cerebral, sistema limbico y cerebelo (Frerking y Nicoll , 2000). Hace algunos afios se
propuso que los receptores de kainato pueden también ejercer efectos de caricter
metabotropico, lo que a la luz del conocimiento sobre la fisiologia molecular de los
receptores es algo sorprendente que abre un nuevo campo de investigacion en el area, as
como también brinda nuevos caminos para la comprension de las enfermedades
producidas por alteraciones de estos receptores, las cuales se han denominado canalopatias

(Rodriguez-Moreno y Lerma, 1998).

4.1.3 Metabotropicos.

En adicién a la activaciéon de los receptores ionotropicos, el glutamato también
actia sobre receptores acoplados a proteina G modulando la producciéon de segundos
mensajeros intracelulares. Estos receptores metabotrépicos mediarfan los efectos lentos
del glutamato (Frerking y Nicoll, 2000). Los estudios han revelado que existen al menos 8
subtipos de receptores metabotrépicos de glutamato, y estos a su vez han sido clasificados
en tres grupos distintos, basados en su homologia de secuencia, farmacologia y

acoplamiento a mecanismos de sefializacion intracelular.
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De esta manera, se puede sefalar que el primer grupo esta integrado por el subtipo
mGluR1 y mGIluR5, el cual activa a una fosfolipasa C, mientras que los miembros del
segundo (mGIuR2 y GluR3) y tercer grupo (mGluR4, mGIluR6, mGluR7 y mGluR8) estan
acoplados negativamente a adenilciclasa; el receptor mGluR6 esta también acoplado a la

activacion de GMPc fosfodiesterasa .

Utilizando bloqueo farmacolégico de los receptores metabotropicos en diferentes
especies animales, se ha demostrado que estos juegan un papel vital para la induccion y el
mantenimiento de la potenciaciéon de largo plazo, de modo que su bloqueo lleva a la
prevencion de la inducciéon de potenciaciéon de largo plazo y alteracion del aprendizaje
(Holscher e al, 1999). Los receptores mGluR1 estan localizados principalmente
postsinapticamente y sobre los limites de las densidades postsinapticas, desde donde
regulan la actividad de los receptores NMDA y AMPA, asi como la excitabilidad de la

neurona postsinaptica (Bessis ez a/, 2001).

4.1.4 Receptores B-adrenérgicos.

Ademas de los receptores metabotropicos para glutamato, existen otros receptores
que estan ligados funcionalmente a un sistema de segundos mensajeros y que juegan un rol
importante en la potenciacion de largo plazo y en los procesos de memoria. Por ejemplo,
el receptor B-adrenérgico cuyo neurotransmisor es la noradrenalina, estd asociado al

sistema proteina G-estimulante regulado por GDP (Guyton y Hall, 1997).

La activacion de receptores B-adrenérgicos en el drea CA1 del hipocampo facilita 7
vitro la potenciacion de largo plazo en esta region; por el contrario, este efecto es obstruido
cuando se co-administra DL-propanolol. Comparadas con ratas controles, las tratadas con
DL-propranolol muestran un aprendizaje mas lento en el laberinto de agua y una pobre
retenciéon de memoria cuando la prueba se prolonga a 24 horas. Estos resultados sugieren
que los receptores B-adrenérgicos en el area CAl estin involucrados en la plasticidad

sinaptica de esta area y que ellos son importantes para el aprendizaje espacial (Jinzhao e# a/,

2003)
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Tanto la noradrenalina como la adrenalina actian sobre los receptores o y [3
adrenérgicos, pero el isoproterenol, un agonista sintético, actda s6lo sobre los receptores 3.
El antagonista del receptor B-adrenérgico propanolol es esencialmente inactivo en los
receptores O, mientras que el antagonista del receptor a-adrenérgico fentolamina, es muy

débil en los receptores 3.

Entre los receptores B-adrenérgicos, los [, predominan en el corazén y en la
corteza cerebral, mientras que los receptores 3, predominan en pulmén y en cetrebelo. Sin

embargo, en muchos casos los receptores 3, y P,-adrenérgicos coexisten en el mismo

tejido.

El cerebro contiene tanto receptores B, como f3,, a los que no se puede diferenciar

en virtud de sus funciones fisiologicas.

Se ha identificado un tercer tipo de receptor -adrenérgico, los receptores 35 en el

tejido adiposo marrén presente en roedores y en humanos neonatos. (Universidad

Auténoma de Madrid, 2000).
4.2 Neurotransmisores.

4.2.1 Glutamato.

Existen muchos mediadores quimicos y transmisores involucrados en la
potenciaciéon de largo plazo. Algunos se definen como excitatorios y otros como
inhibitorios, segun sus caracteristicas intrinsecas, el tipo de receptor activado y la dinamica
de transmisores participantes en eventos de transmision de la potenciacién de largo plazo.

Glutamato se considera como el principal neurotransmisor excitatorio del sistema

nervioso central y sus receptores estan presente particularmente en el hipocampo y corteza

cerebral (Universidad Auténoma de Madrid, 2000).
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Glutamato es el mediador en la mayorfa de las transmisiones sinapticas excitatorias
del cerebro, y como se sefald, esta involucrado en procesos tan diversos como la epilepsia,
las lesiones cerebrales isquémicas y el aprendizaje, influyendo en el desarrollo de las

conexiones sinapticas normales del cerebro.

El glutamato y el aspartato son aminoacidos no esenciales que no pueden cruzar la
barrera hematoencefalica; por lo tanto, no son accesibles al cerebro mediante la
circulacion. En lugar de esto, son sintetizados a partir de la glucosa y de una gran variedad
de otros precursores. Se han localizado las enzimas sintéticas y metabolitos para el
glutamato y el aspartato en los dos principales compartimentos del cerebro: las neuronas y

las células gliales.

Las vesiculas sinapticas acumulan activamente glutamato a través de procesos
dependientes de ATP y de Mg®*. La actuacién de estos aminoacidos se produce sobre los
diversos tipos de receptores de la membrana postsinaptica, aunque la mayoria de los
receptores de glutamato son ionotrépicos; es decir, los lugares de enlace de los agonistas y
el canal ibnico asociado se hallan incorporados dentro del mismo complejo
macromolecular. En estos receptores, el efecto de los agonistas es incrementar la

probabilidad de que el canal se abra.

Las propiedades del glutamato como neuroexcitador se describieron por primera
vez hace mas de 40 afios (Hayashi, 1952), lo que posteriormente ha permitido estudiar las
relaciones existentes entre los fendmenos excitotoxicos del glutamato con los procesos de
ontogenia, aprendizaje y memoria, formacion de redes neuronales durante el desarrollo,
epilepsia, enfermedades neurodegenerativas, y muerte celular (Cheung e a/, 1998; Fletcher
y Kalloniatis 1997; Houzan e# a/, 1998; Lerma e a/, 1997). Como ya se ha sefalado, la
participacién del glutamato es crucial para el funcionamiento del sistema nervioso, en

particular en la plasticidad neuronal.
El glutamato es almacenado en vesiculas sinapticas y liberado en la terminal

presinaptica por un mecanismo calcio-dependiente que implica la participaciéon de los

canales de calcio dependientes de voltaje.
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La liberacion del contenido de glutamato de una vesicula sindptica genera un
potencial excitador postsinaptico que corresponde principalmente a la activacion de

receptores de AMPA (Meldrum, 2000).

La transmision glutamatérgica ha sido descrita en diversas regiones del sistema
nervioso, que incluyen: conexiones cortico-corticales ipsilaterales y contralaterales,
proyecciones corticales hacia la amigdala, tubérculo olfatorio, el putamen, nucleo caudado,
talamo, coliculos superior e inferior, area tegmental, sustancia nigra, nicleo rojo y médula
espinal, participando en la neurobiologia hipocampal y en conexiones que incluyen al
cuerpo mamilar e hipotalamo, asi como también en la corteza visual, retina y cerebelo
(Michaelis, 1998). Es importante sefialar que las fibras callosales utilizan principalmente
glutamato como neurotransmisor excitatorio, el cual actia a nivel de receptores AMPA,

Kainato y NMDA (Conti, 1988; Herrman, 1996)

Por otro lado, ademas de su accién en la escala de milisegundos, la activacion de
los receptores de glutamato juega un importante papel en los cambios duraderos que
involucran al fenotipo neuronal y el desarrollo; los patrones de actividad sinaptica
excitadora son requeridos para el control fino de las conexiones sinapticas y la generacion
de mapas topograficos en las redes neuronales (Kalb y Fox 1997). Al respecto, se ha
puesto en evidencia que las sinapsis glutamatérgicas de la corteza visual son modificadas

por la experiencia sensorial (Nathaniel et al, 1999).

4.2.2 Noradrenalina.

La noradrenalina se biosintetiza en las terminaciones sinapticas a partir del
aminoacido tirosina por accién de la tirosina hidroxilasa, produciéndose la dopa, la cual

mediante la dopa descarboxilasa se convierte en dopamina, la primera de las catecolaminas.

La dopamina, por hidroxilacion con la B-hidroxi-dopamina se transforma en
noradrenalina, que es la segunda de las catecolaminas. Finalmente, en una pequefa
poblacién de neuronas del tronco cerebral, la noradrenalina puede convertirse en

adrenalina, por una metilacién inducida por la feniletanolamina N-metiltransferasa.
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El neurotransmisor noradrenalina estd extensamente distribuido en el cerebro de
los mamiferos, donde se piensa que juega un papel en los mecanismos de atencion
selectiva y regulacion de vigilancia (Aston-Jones ez a/, 1991). Noradrenalina también ha sido
implicada en la facilitacién de procesos de memoria y en la formacion de recuerdos a largo
plazo para los eventos emocionales (Cahill ¢z a/, 1994). Una hipotesis, es que la
noradrenalina liberada durante la excitacién conductual facilitarfa la induccién de cambios
a largo plazo en la transmisiéon sinaptica excitadora que se piensa es critica para el
almacenamiento de informacion (Katy, 1972). Mas recientemente se ha sefialado que la
noradrenalina central puede influenciar criticamente la memoria y el aprendizaje, sobre la
base que los niveles centrales de noradrenalina modulan poderosamente el funcionamiento
de la corteza frontal (Arnsten, 1998) y la potenciaciéon de largo plazo cortical (Nowicky ef
al, 1992; Kamatsu, 1996). Asi, se ha descrito que la administraciéon de noradrenalina post-
entrenamiento induce facilitacion de la memoria, la que es atenuada por antagonistas de
receptores adrenérgicos (Sternberg er a/, 1986). Se ha visto que la administraciéon de
noradrenalina exégena intracraneal, inmediatamente después de un entrenamiento, resulta

en la consolidacion de la memoria desde un estado labil a uno permanente, efecto que es

inhibido por antagonistas B-adrenérgicos (Gibbs, 1991; Crowe ¢f al, 1990).

La aplicacién de noradrenalina en rebanadas de corteza cerebral de humanos y
ratas aumenta la respuesta excitatoria evocada por glutamato o por NMDA (Radisavljevic
et aly 1994). De igual manera la administracién de noradrenalina en cortes de hipocampo de
rata adulta, incrementa significativamente la potenciacién de largo plazo, indicando que
este neurotransmisor es un importante cofactor para promover plasticidad sinaptica en el

sistema nervioso central adulto (Bramhan, e 2/, 1997; Hopkins y Johnston, 1988).

Estos efectos de la noradrenalina en la potenciacion de largo plazo, criticos para el
establecimiento de procesos de memoria, se ejercerfan via receptores B-adrenérgicos ya

que son revertidos por antagonistas de estos receptores (Bramhan, ez 2/, 1997; Radisavljevic

et al, 1994).

Existen diversos subtipos de receptores adrenérgicos del tipo a y PB; estos ya han

sido identificados y clonados: ala, alb, ald, a2a, a2b, a2¢c, B1, B2 y B3 (Gibbs vy
Summers, 2000; Link, e# a/, 1992).
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Respecto a los receptores adrenérgicos del tipo beta, la existencia de agonista
especificos B1, B2 y B3 (RO363, Zinterol, y CL316243, respectivamente), ha permitido
realizar estudios que demuestran que la consolidacién de la memoria es incrementada por

agonistas adrenérgicos B2 y B3, pero no por agonistas 31 (Gibbs y Summers, 2000).

Como se ha senalado anteriormente, existen bases suficientes para plantear que la
estimulacion de receptores adrenérgicos B2 y B3 incrementa el aprendizaje y la memoria.
Por otra parte, se sabe que la estimulacién de los receptores adrenérgicos de tipo alfa, en
particular los o2¢c, produciria un efecto opuesto. Esta nocién muestra consistencia en la
literatura y es apoyada por la amplia distribucién que presentan los receptores B2 y a2c en
la corteza cerebral e hipocampo (Gibbs y Summers, 2000; Lee ez a/, 1998). Por otra parte,

los receptores 33 estan ausentes en la corteza frontal de la rata. (Nisoli ¢# a/, 1995).

5. Aspectos fisiologicos de propanolol.

El propranolol es un bloqueador no selectivo de los receptores B-adrenérgicos.
Cuando el acceso a los sitios del receptor B-adrenérgico es bloqueado por propanolol, el
cronotropismo e inotropismo cardiaco asi como las respuestas vasculares B-adrenérgicas,
disminuyen proporcionalmente. El propanolol se absorbe casi completamente en el tracto

gastrointestinal. El efecto maximo ocurre en 1 y 1,5 horas y la vida media biolégica es

aproximadamente 4 horas

Junto a estos efectos periféricos de propanolol, observaciones experimentales en

que se utilizd este antagonista, sustentan la hipétesis que el refuerzo de la memoria

mediante experiencias emocionales involucrarfa la activacion de receptores B-adrenérgicos.

Investigadores de la Universidad de California, concluyeron que el refuerzo afectivo al

aprendizaje involucra algin tipo de via receptor B-adrenérgico susceptible de bloqueo

farmacolégico con propanolol (Universidad de California, 1995)
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III. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar si la administracién sistémica de propanolol en la rata es capaz de
deprimir “zz vivo” la potenciacion sinaptica de largo plazo inducida en la corteza occipital

por estimulacion de fibras callosales.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Conocer y analizar el curso temporal de los efectos de propanolol en la

potenciacion sinaptica de largo plazo inducida en la corteza occipital.

2. Conocer y analizar las curvas dosis-respuesta de los efectos de propanolol en la
potenciacion sinaptica de largo plazo cortical y determinar la DE,, (dosis efectiva que

modifica en 50% la potenciaciéon de largo plazo en la corteza occipital).
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Materiales.

1.1. Animales.

Para la fase experimental se utilizaron ratas adultas (Raztus norvegicus), de la cepa
Sprague-Dawley, de ambos sexos, cuyas edades fluctuaron entre 55 y 62 dias. Las ratas
permanecieron en el Bioterio del Instituto de Nutriciéon y Tecnologia de los Alimentos
(INTA), Universidad de Chile. Las manipulaciones experimentales se rigieron por las
orientaciones éticas conforme las normas estipuladas por el National Research Council
(1985), asi como por las normas aprobadas por el Comité de Bioética del INTA,
Universidad de Chile. Una vez terminado cada experimento, las ratas fueron eutanasiadas

empleando una sobredosis de anestésico general (5 g/kg de uretano i.p.).

Los experimentos se realizaron en ratas anestesiadas con utretano (1,5 g/kg i.p. en
una solucién de 0,1 g/ml de suero fisiologico). Este anestésico se caracteriza por producir
un efecto sedante/hipnético de larga duracién y una accién selectiva sobre la musculatura
voluntaria; por lo tanto, no interfiere con el desarrollo de los experimentos al usar la

electrofisiologia como metodologia.

Previa administracién de uretano, se inoculd en las ratas el relajante muscular D-
tubocurarina (1,5 mg/kg i.m.). Este relajante muscular es de uso rutinario en expetimentos
electrofisiologicos en animales anestesiados y bajo respiracion artificial, dado que por una
parte deprime la respiracién propia del animal y por otra parte relaja los musculos del
craneo donde normalmente se ubica el electrodo de referencia, evitando asi la

contaminacion del registro con actividad electromiografica.
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1.2. Cirugia y procedimientos de estimulacion y registro.

Las ratas fueron traqueostomizadas e intubadas para su posterior conexiéon a una
bomba respiratoria, previa administracion del relajante muscular D-tubocurarina (1,5
mg/Kg i.p.). Las ratas fueron instaladas en un aparato estereotaxico (Foto 1), y mediante

craneostomia bilateral se expusieron sitios homoélogos de cada corteza occipital.

Se utilizé un electrodo bipolar de tungsteno para la estimulacién, y un electrodo
monopolar de bola de plata para el registro. El electrodo de estimulacion fue situado en el
cuerpo calloso, a 0 mm de anterioridad respecto del conducto auditivo, a 3 mm de
lateralidad respecto de la linea media, y a 2 mm de profundidad respecto de la superficie

cortical (Pellegrino y Cushman, 1967) (Foto 2).

El electrodo de registro fue ubicado en el sitio homdlogo contralateral, sobre la
superficie cortical (Foto 2), y el electrodo de referencia fue situado sobre el hueso craneano
expuesto. Las respuestas fueron amplificadas mediante un amplificador Grass P-5. Para

cada animal, la estimulaciéon consistié en pulsos simples de onda cuadrada de 100 ps de

duracién, 0.2 Hz y de intensidad creciente (entre 50 y 200 nA), con el objeto de determinar
la maxima amplitud asintética de las respuestas evocadas contralaterales. En cada
experimento se ajustd la intensidad del estimulo para obtener respuestas evocadas de
amplitud cercana al 50% de la amplitud maxima. A estas respuestas se les denominé

respuestas basales.
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FOTO 1
FOTO 2

Rata concraneostomia bilateral, sobre aparato

estereotaxico un electrodo bipolar de tungsteno para la

estimulacion (izquierda), y un electrodo monopolar de

bola de plata para el registro (derecha).

Aparato estereotaxico

1.3. Farmacos

Propanolol, Laboratorio SIGMA®.

Uretano, Laboratorio SIGMA®.

Cloruro de sodio 0,9%, Laboratorio Baxter S.A.
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1.4. Instrumentos de inoculacion

Jeringas de vidrio Dove Brand™ para dilucién e inoculacion intraperitoneal (i.p.).

2. Métodos

2.1. Induccion y evaluacion de la potenciaciéon de largo plazo.

Como se senald, la estimulacion consistio en pulsos simples de onda rectangular de
100 ps de duracion, 0.2 Hz y de intensidad creciente (entre 50 y 200 pA). Después de la
obtencion de las respuestas basales, se aplicé un estimulo tetanico potenciador consistente
en un tren de ondas rectangulares monofasicas de 500 ms de duracién, 312 Hz, y una
intensidad 50% mayor que la necesaria para obtener respuestas basales. Después de la
administracion del tren tetanizante, se retomo el protocolo de estimulaciéon simple descrito
anteriormente y se registraron las respuestas hasta el minuto 30 después de la tetanizacion,
para evaluarlas posteriormente por analisis de la amplitud del potencial evocado en la
corteza occipital de acuerdo al método propuesto por Racine e a/. (1994); estos autores
definen operacionalmente a la potenciacion de largo plazo como un aumento de mas de un
10% en la amplitud de la respuesta cortical, 10 minutos después de la tetanizacion
(respuesta potenciada), al ser comparada con la respuesta obtenida antes de la tetanizacion

(respuesta basal).
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Bajo esta definicion, se evalué el establecimiento de la potenciaciéon de largo plazo en
términos de amplitud de la respuesta y se dividié el curso de tiempo posterior a la
tetanizacion en bloques de 5 minutos, considerando que el promedio de los valores de
amplitud de la respuesta potenciada a los 10-15 minutos después de la aplicacion del tren
tetanizante constituye un buen parametro para evaluar el establecimiento de la
potenciaciéon de largo plazo. La respuesta potenciada fue expresada como porcentaje de

variacion respecto a la respuesta basal, que constituye el 100%.

2.3. Grupos experimentales

Para conocer el curso temporal y la curva dosis respuesta de los posibles efectos de
propanolol, se utilizaron 4 grupos compuestos por 7 ratas cada uno. Todas las ratas fueron

inoculadas via intraperitoneal con las siguientes dosis:

Grupo control: Administracion de solucién salina i.p. (grupo control).
Grupo 1: 1,25 mg/kg de propanolol i.p.
Grupo 2: 2, 5 mg/kg de propanolol i.p.

Grupo 3: 5 mg/kg de propanolol i.p.

2.5. Expresion de Resultados

Los resultados del cambio inducidos por propanolol, se expresaron como
porcentaje de inhibicién de la potenciacién de largo plazo respecto de su propio control
(medido antes de la administracién de los farmacos), el cual se ajusté a un 100% en cada
experimento. Los resultados fueron registrados en el programa Microcal Origin version
0.0, y representan la media aritmética * error estaindar de la media (SEM) de los valores de

la potenciacion de largo plazo expresados en porcentaje.
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Se analiz6 el curso temporal del efecto de las distintas dosis de propanolol, en
términos del porcentaje de cambio de la potenciacion de largo plazo integrada durante 30
minutos de registro (area bajo la curva). A partir de estos datos se obtuvo la curva dosis-
respuesta, donde se expresan los efectos integrados durante los 30 minutos de registro en
los diferentes grupos versus el logaritmo decimal de las dosis, y de ella se obtuvo la DE;,
por interpolacion en la recta de regresion, trazada por el método de los minimos cuadrados
en el grafico dosis-respuesta. El error de la DE, se estimé a través del error del intercepto

en la abscisa, mediante el programa Microcal Origin, version 6.0.

2.6. Analisis Estadistico Utilizado.

Para las comparaciones estadisticas de los resultados obtenidos se utilizé6 un
analisis de varianza (ANOVA) de una via, seguido de un test a posteriori para
comparaciones multiples entre los distintos grupos y el control salino, (test de Dunnett;
programa Graphpad Instat 3.0). Para los resultados, se establecié un nivel de significancia

de *p<0.05, **p<0.01.
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V. RESULTADOS.

1. Curso temporal de la administraciéon de propanolol

Puede observarse que no existieron diferencias significativas entre el basal pre-
inoculacién y las medias post-inoculacion, tanto para el control con salino como para las
tres diferentes dosis de propanolol utilizadas, antes de la aplicaciéon del tren tetanizante

(Grafico N°1).

Los resultados obtenidos (Grafico N°1) muestran que, después de la aplicacion del
tren tetanizante, propanolol indujo una inhibicién de la potenciacion de largo plazo en los
tres grupos de ratas que recibieron las diferentes dosis de propanolol (1,25 mg/kg,
2,5mg/kg v 5 mg/kg). El curso temporal para las tres dosis aplicadas, muestra una
disminucién de la potenciacién de largo plazo que se mantiene constante a partir de los 10
minutos post-tren tetanizante. La inhibicién mas marcada se observé con la dosis mayor, 5
mg/kg, la cual a partir del bloque 25-30 minutos (10 minutos después de ser aplicado el
tren tetanizante), produjo una inhibicién total de la potenciacién de largo plazo, llegando a
niveles basales que se mantuvieron en el tiempo. Las dosis de 1, 25 mg/kg y 2, 5 mg /kg,
también establecieron una disminucién en la potenciacion de largo plazo a partir de los 10,
existiendo diferencias significativas con el grupo control (salino), sin lograr inhibir
completamente la potenciacién de largo plazo a niveles basales.

2. Obtencion de la DE;, de propanolol

El Grafico N°2 presenta el efecto global que produjo la administracion
intraperitoneal de tres dosis distintas de propanolol, obtenido a través del area bajo la
curva de los efectos temporales durante todo el perfodo de observaciéon (30 minutos)

(efecto temporal integrado).

Puede observarse que propanolol indujo una inhibicién dosis-dependiente de la
potenciacién de largo plazo, puesta en
evidencia por el diferente grado de inhibiciéon que generaron las distintas dosis de
propanolol. Tanto la dosis mayor (5 mg/kg) como la intermedia (2,5 mg/kg) fueron
capaces de inhibir significativamente la potenciaciéon de largo plazo con respecto al

control, mientras que la dosis mas baja (1,25 mg/kg) no indujo un cambio significativo.
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La curva dosis-respuesta (Grafico N°3) muestra que durante los 60 minutos de
registro propanolol inhibié la potenciaciéon de largo plazo cortical en forma dosis-

dependiente, con una DE,; de 1,67 mg/kg i.p. (intetvalo de confianza 95% = 1,35 — 2,22
mg/kg i.p.).
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Efecto temporal de la administracién intraperitoneal de propanolol en la

potenciacion sinaptica de largo plazo cortical.
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Grafico N°1: Curva efecto temporal de la administracion intraperitoneal de propanolol en

la potenciacién sinaptica de largo plazo cortical. Los resultados estan expresados como

potcentaje de la potenciacién de largo plazo obtenido respecto de su propio control, el cual

se ajustd a un 100% en cada caso. Cada punto de las curvas representa la media aritmética

* error estandar de los valores de la potenciacion expresado en porcentaje. Las diferencias

significativas entre los distintos grupos v el control (Salino), se representan como: *P<0.05,

**P<0.01.
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Grafico dosis-respuesta de los efectos globales de propanolol en la potenciaciéon

sinaptica de largo plazo cortical
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Grafico N°2: Grafico dosis-respuesta de los efectos globales de propanolol sobre la
potenciaciéon de largo plazo. El grafico muestra el efecto temporal integrado de la
administracion intraperitoneal de propanolol de los grupos propanolol 1, 25 mg/kg, 2, 5
mg/kg, y 5 mg/kg, con respecto al grupo control (salino). Para este propésito, se calculo el

area bajo la curva durante todo el periodo de observaciéon (30 minutos) y se expresé como

media aritmética de los porcentajes * error estandar. Las diferencias significativas entre los

distintos grupos de propanolol y el control (salino), se representan como: **P<0.01.
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Curva dosis-respuesta de los efectos globales de propanolol en la potenciacion

sinaptica de largo plazo
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Grafico N°3: Curva dosis-respuesta de los efectos globales de propanolol sobre la
potenciacién sindptica de largo plazo. Abscisa: dosis (mg/kg) expresada como su logaritmo
decimal. Ordenada: efecto temporal integrado de la administracion intraperitoneal de 1, 25
mg/kg, 2, 5 mg/kg y 5 mg/kg de propanolol. Cada punto representa el area bajo la curva
durante todo el periodo de observacion (30 minutos) y se expresé como media aritmética
de los porcentajes £ error estandar. La dosis efectiva que genera el 50% del efecto maximo
(DE,), se obtiene de la interseccién de la recta de regresion con una linea horizontal que

pasa por el valor 50%.
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VI. DISCUSION

La estimulacién eléctrica a baja frecuencia de las fibras callosales posteriores evoco
en el campo receptivo de la corteza occipital, una respuesta evocada transcallosal con una
morfologia similar a las reportadas previamente (Racine ef a/, 1994; Mondaca ez al., 2004).
Esta se caracteriza primeramente por la aparicion de una onda positiva (onda P) de latencia
corta (aproximadamente 7-8 ms al pico), seguida de una onda negativa (onda N) de latencia
mayor (aproximadamente 10-15 ms al pico). La latencia de ambas ondas sirvié como
parametro para identificar la respuesta transcallosal adecuada, y la amplitud de la respuesta
fue evaluada desde el minimo de la onda P hasta el maximo de la onda N. Estudios de
Chapman e a/ (1998) han puesto en evidencia que la onda P es generada por un pozo de
corriente en la capa V de la corteza cerebral cuya fuente se ubica en las capas
supragranulares (capas I a III), lo que da lugar a un potencial de superficie positiva. Por su
parte, la onda N se genera por un pozo de corriente a nivel de la parte superior de la capa V
cuya fuente se ubica ahora en la capa VI, dando origen a un potencial de superficie
negativa. Ambos potenciales corresponden a componentes monosinapticos capaces de
seguir estimulaciéon de alta frecuencia (400 Hz) y son por lo tanto susceptibles de ser

potenciados por el tren tetanizante utilizado en el presente estudio.

Los resultados mostraron que la aplicacién de un tren tetanizante de 312 Hz
a las fibras callosales posteriores, potencié en forma duradera la respuesta transcallosal, lo
que se evidencié por el significativo aumento en la amplitud de las respuestas frente a
estimulaciéon de baja frecuencia, efecto que perdurd por mas de una hora después de la
estimulacién tetanica. El patréon temporal de la potenciacion de largo plazo cortical
registrada en el presente estudio es completamente consistente con las observaciones de
Racine ez al. (1994), quien demostrd iz vivo en ratas adultas que esta propiedad puede
expresarse en varios sitios de la neocorteza, ipsilateral y contralateral al sitio de estimulo

callosal. Asimismo, es consistente con resultados mas recientes de Mondaca e a/. (2004).
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En los presentes experimentos, se observé que propanolol administrado por via
intraperitoneal alteré notablemente la capacidad de establecer potenciacién de largo plazo
cortical en la rata. En efecto, los resultados de las series experimentales en las que se
administraron diferentes dosis de propanolol por via intraperitoneal, muestran una
inhibicién dosis-dependiente inducida por el farmaco en la potenciacién de largo plazo
cortical. Esto sugiere que los receptores B-adrenérgicos, estan involucrados en el
establecimiento y mantenciéon de la potenciaciéon de largo plazo cortical. Al respecto, es
necesario sefialar que la participacion de los receptores B-adrenérgicos en la potenciacion

de largo plazo hipocampal esta claramente establecida.

En efecto, la probabilidad de evocar potenciacion de largo plazo en rebanadas de
hipocampo de rata es aumentada significativamente después de la administraciéon de
noradrenalina, efecto que es imitado por el agonista B-adrenérgico selectivo isoproterenol
(Hopkins y Jhonston, 1988) y abolido por el antagonista [-adrenérgico selectivo
propanolol (Hopkins y Jhonston 1988; Bramham ez a/, 1997). De, igual modo, el refuerzo
de la potenciacién de largo plazo inducida en el hipocampo por estimulos repetitivos y
aversivos es bloqueado por propanolol (Seidenbecher ez al., 1997). Mas recientemente, se
ha demostrado que la liberacién de noradrenalina en el hipocampo por estimulacion
persistente del nacleo locus coernlens, induce potenciacion de largo plazo en el giro dentado,
efecto que es prevenido por la administraciéon de propanolol (Walling y Harley, 2004). Por
el contrario, el efecto de la activaciéon de los receptores 3-adrenérgicos en la potenciacion
de largo plazo cortical no ha sido aun completamente dilucidada. Al respecto, la
informacién existente indica que el agonista B-adrenérgico isoprenalina, es capaz de
aumentar la excitabilidad cortical pero no la probabilidad de inducir potenciacién de largo
plazo (Nowicky ez a/, 1992); de igual modo, se ha descrito que noradrenalina y el agonista
B-adrenérgico isoproterenol aumentan la capacidad de glutamato y de NMDA para excitar
neuronas corticales, efecto que es revertido por propanolol (Radisavljevic e al., 1994), lo
que sin embargo no implica necesariamente un aumento de la potenciacién de largo plazo
cortical. En consecuencia ambos resultados sugieren, pero no demuestran, un rol
modulador del receptor B-adrenérgico en la potenciacion de largo plazo evocada en la

corteza cerebral.
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La demostracion mas clara del efecto facilitador de la estimulaciéon de los
receptores 3-adrenérgicos en la potenciacion de largo plazo cortical ha sido provista por
Kato (1993), quien puso en evidencia que la adicién de isoproterenol en el medio de
incubacién de rebanadas de corteza visual de rata adulta era, un prerrequisito para la
induccién de potenciacion sinaptica inducida por tetanizacion. Los presentes resultados
confirman 7z vivo esas observaciones, ya que indican que la presencia de receptores -
adrenérgicos indemnes (no bloqueados), es un requisito para el establecimiento de la
potenciacién de largo plazo cortical, dado que su bloqueo mediante propanolol lleva a una

disminucién dosis-dependiente de esa capacidad plastica en las sinapsis calloso-corticales.

La DE;, de propanolol i.p. para inhibir la potenciacién sinaptica cortical fue de
1,67 mg/kg, valor que estd en el rango de las dosis de propanolol utilizadas para inhibir la
adquisicion (0.5-5.0 mg/kg) y consolidacion (5 mg/kg) de memorias en la rata (Grigoryan
et al., 1994; Cahill ez a/., 2000). Como se sabe, propanolol es altamente soluble en lipidos y
por lo tanto atraviesa facilmente la barrera hémato-encefalica en la rata (Partridge ef 4/,

1983) y en el hombre (Olesen ez al. 1978).

Los mecanismos a través de los cuales propanolol puede reducir la potenciacion de
largo plazo cortical pueden incluir: () bloqueo directo de los receptores B-adrenérgicos
postsinapticos existentes en las células piramidales corticales (Tiong y Richardson, 1989;
McCormick et al., 1991), inhibiendo la transduccién de sefiales respectiva, con disminucion
de la produccion de mediadores intracelulares como proteina kinasa A, lo que se traduciria
en una disminuciéon de la fosforilaciéon de proteinas relevantes para la induccién y
persistencia de la potenciacion sinaptica (receptor NMDA, 6xido nitrico cintaza, otras
kinasas); (ii) bloqueo de los receptores @ presinapticos existentes en los terminales
axonicos glutamatérgicos, los cuales normalmente facilitan la liberacién de glutamato en la
neocorteza (Wang ef al., 2002), disminuyendo asi la potenciacion de largo plazo sobre la
base de una reduccién del glutamato cortical; y (iii) bloqueo de los adrenoreceptores §3
existentes en las células gliales de la corteza cerebral (Shao y McCarthy, 1994), lo que
puede alterar el rol modulador de los astrocitos (via muiltiples mediadores como
glutamato, 6xido nitrico, citoquinas) en las neuronas responsables de los procesos de

memotia.
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Es muy probable que todos estos mecanismos operen simultineamente,
deprimiendo los fendémenos de plasticidad sinaptica y los procesos de memoria
concomitantes. En efecto, como se sefial6 anteriormente, la administracién de
noradrenalina exégena intracraneal inmediatamente después de un entrenamiento resulta

en la consolidaciéon de la memoria de un estado labil a uno permanente, efecto que es

inhibido por antagonistas B-adrenérgicos (Gibbs,. 1991; Crowe ¢# a/, 1990).

Es conveniente sefalar que la posibilidad que los efectos de propanolol en la
potenciacion de largo plazo cortical sean indirectamente producidos a través de cambios
en la circulacién cerebral podria descartarse, sobre la base que propanolol no parece

afectar el flujo sanguineo cerebral (Olesen, 1986; Sieber ez a/, 1993).

Finalmente, es necesario sefalar que los cambios en la disponibilidad de
noradrenalina central y/o en la densidad de sus receptores, inducidos en ciertos estados
crénicos como el estrés mantenido (Glavin, 1985; Southwick e# a/, 1999), malnutricién
perinatal (Soto-Moyano ef al., 1995; Soto-Moyano ez al., 1998), o depresion (Harmer ez al,
2003), la activacién de los adrenoreceptores B podtia ser insuficiente comprometiendo los
procesos de plasticidad sinaptica cortical e hipocampal, dando lugar a déficits en la
adquisiciéon de aprendizajes y de memoria. En este sentido, tal vez parte de los esfuerzos
terapéuticos futuros para el tratamiento de estos desérdenes deberfan estar dirigidos hacia
la correccion farmacoldgica de los niveles endégenos de noradrenalina central con el objeto

de paliar los déficits de aprendizaje y memoria que acompafian a estos cuadros cronicos.
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VII. CONCLUSIONES

1-. Los resultados muestran que propanolol (1,25; 2,5 y 5 mg ip.) indujo una
inhibicién dosis-dependiente de la potenciacion de largo plazo. Siendo DE,, obtenida de

1,67 mg/kg i,p..

2-. Estas observaciones indican que propanolol es capaz de interferir, a nivel
cortical, un componente noradrenégico mediado por adrenoreceptores P que es crucial
para la generacion y mantenciéon de la potenciaciéon de largo plazo. Los mecanismos

implicados son probablemente dependientes del sistema de transducciéon de sefiales
activados por la noradrenalina a nivel de los receptores B-adrenérgicos neuronales pre- y

postsinapticos, as{ como gliales.
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