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RESUMEN

La Anandamida (ANA) es un endocannabinoide que se une al receptor CB1. El
receptor CB1 se encuentra ampliamente distribuido en el sistema nervioso central
(SNC) y se expresa considerablemente en estructuras involucradas en el
aprendizaje y la memoria como son el hipocampo, el estriado, la sustancia nigra,
la amigdala y la corteza prefrontal. Uno de los componentes de la memoria de
reconocimiento es el recuerdo de la informacion espacial en la cual participa el
estriado dorsomedial (EDM). Estudios previos proporcionan evidencia de que
existe una facilitacion en la consolidacion de la memoria producida por la
administracion de URB57, inhibidor de hidrolasa de amida de &cidos grasos
(FAAH) encargado de degradar a la ANA, lo cual sugiere que el sistema
cannabinoide es necesario para llevar a cabo el efecto facilitador sobre la
memoria. Sin embargo, no se ha evaluado el efecto de un endocannabinoide
como tal sobre la regién del EDM, la cual participa en tareas espaciales. La
finalidad en este trabajo es investigar la posible modulacion de la ANA en sobre la
consolidacion de la memoria de reconocimiento de objetos dependiente de lugar
(ROdI). Para ello, se utilizaron ratas macho (Wistar) implantadas bilateralmente
con canulas en el EDM. Posteriormente se entrenaron en la tarea de ROdI. Los
tratamientos se administraron inmediatamente después del entrenamiento, los
grupos independientes fueron: vehiculo (VEH) o tres dosis de ANA de 0.25, 0.5 o
1.0 pg/pL. Los resultados de este estudio mostraron que al administrar la dosis
mas baja de ANA (0.25 pg), las ratas presentaron ROdI aunque no se presentd
ningun efecto facilitador, mientras que la dosis mas altas de ANA (0.5 0 1.0 pg) no
presentaron ROdI. Esto puede deberse a la inhibicion de los sistemas de
neurotransmision glutamatérgico, colinérgico y dopaminérgico causado por los
endocanabinoides. Por lo tanto, nuestros resultados proporcionan evidencia de
que los endocannabinoides pueden influir en la codificacion y consolidacion de
una tarea espacial y que ademas del hipocampo, también la region del EDM

participa en este tipo de memoria.

Vi
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1. INTRODUCCION

Evolutivamente la aparicion del sistema de receptores de cannabinoides esta
relacionada con la capacidad de nuestros patrones neuronales para ser
modificados con la experiencia. (Whittle, Guy, Robson, 2001) Esta dialéctica
memoria/olvido permite que una especie se adapte a situaciones cambiantes del
entorno lo cual permite la evolucion de las especies. En cuanto a la memoria es
una cimentada relacion entre las neuronas; aunque no es un proceso unitario, por
ejemplo la memoria de reconocimiento requiere diferentes estructuras para la
integracion de la informacion (Squire, 2011). Por lo tanto los cannabinoides que
produce nuestro propio cuerpo funcionan como moduladores entre estas

conexiones para preservar la vida (Morena & Campolongo, 2014).

El sistema cannabinergico endégeno se expresa ampliamente en el sistema
nervioso central y en otros tejidos del organismo, actla como modulador de
distintas funciones biologicas. Se ha identificado en el cerebro un sistema
cannabinoide enddgeno compuesto por una serie de receptores, ligandos
lipofilicos enddgenos y enzimas encargadas de la biosintesis y degradacion de los
endocannabinoides. (Piomelli, 2003)

Durante la ultima década se ha estudiado la participacién de los cannabinoides
enddgenos en la modulacion de la memoria. Se han encontrado efectos sobre las
distintas fases de la memoria: adquisicion, consolidacion, evocacién o extincion.
Un elemento importante en la supervivencia de los individuos es la representacion
espacial del entorno en el que habitan. La memoria espacial se forma entonces, a
partir de las asociaciones entre la informacion que se procesa interna y
externamente. Una region que participa en la codificacion de la memoria espacial
es el estriado dorsomedial (EDM).. Sin embargo, aun no hay evidencias claras que
evallen la relacion del sistema endocannabinoide en esta region del estriado,

estructura relacionada con la memoria espacial.
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2. ANTECEDENTES

2. 1. Aprendizaje y Memoria

El aprendizaje es el proceso por el cual adquirimos y codificamos nueva
informacion y/o conocimiento y se manifiesta en el cambio relativamente
permanente de la conducta mientras la memoria es el proceso por el cual la
informacion es almacenada y consecuentemente accesible (McGaugh, 2000).
Atkinson y Shiffrin (1968) proponen un modelo de aprendizaje y memoria el cual

implica estas etapas: Codificacion—> consolidacién - evocacion.

La codificacion o bien adquisicion de la memoria se refiere al proceso inicial de
aprendizaje por el que la informacion fisica (memoria icbnica, ecoica) se

transforma en una representacion mental almacenada (Delis & Kramer, 2000).

La consolidacién o almacenamiento es el resultado de la adquisicion el cual
crea y mantiene un registro de informacién permanente. La evocacion se refiere a
la accesibilidad y utilizacion de la informacion almacenada para crear una
representacion consciente o ejecutar un comportamiento aprendido por ejemplo

una accidon motora

De esta forma, las fases de la memoria hacen posible caracterizar a este
proceso segun la duracion de la retencién. Es por ello que se distingue y divide la
memoria en dos categorias: la memoria a corto (MCP) y a largo plazo (MLP). Por
MCP se entiende como el recuerdo de informacion inmediatamente posterior a su
presentacion o0 su recuperacion ininterrumpida, se la cree limitada en su
capacidad. La MCP parece producirse por cambios en los circuitos neuronales,
dichos cambios pueden implicar diferentes mecanismos celulares, por ejemplo,
cambios en los sistemas de segundos mensajeros o cambios en las propiedades
de los canales de las membranas de la neuronas. (Lechner, Squire & Byrne, 1999)

Por otro lado, cuando se emplea la definicion de MLP, se hace referencia al
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recuerdo de informacion tras un intervalo largo. La MLP a diferencia de la MCP, va
acompafiada de cambios mas permanentes que requieren la sintesis de proteinas
y/o cambios en la estructura de la conectividad sinaptica (Lechner et al., 1999)Y
requiere necesariamente un proceso de consolidacion. (Dudai, 2014) El concepto
de consolidacion de la memoria fue establecido por Muller y Pilzecker (1990), ellos
propusieron que el aprendizaje no induce instantaneamente memorias
permanentes, sino la memoria toma tiempo para ser fijada (McGaugh, 2000) (Fig.
1). La consolidacion es el proceso de un sistema de almacenamiento de
informacion labil de temporalidad corta a un sistema viable de almacenamiento a
largo plazo (Dudai, 2004).

Consolidacion

Evocacion
MCP MLP ‘

/' Evocacion

Memoria

Tiempo (Escala Log)

Figura 1. Curva en la que se muestra los procesos de aprendizaje y memoria (Adquisicion,

consolidacién y evocacion) en relacion con la temporalidad. Modificado de Dudai 2004

La memoria es un proceso complejo que no se encuentra restringido a una sola
area fisica anatomica, sino que involucra numerosas areas del cerebro. El proceso
de consolidacion de la memoria declarativa depende del intercambio de
informacion entre el hipocampo y diversas zonas corticales, a través de sistemas
bidireccionales de conexiones corticales hipocampales (Squire, 2004). En el caso
de la memoria procedimental, sus principales sustratos anatomicos de
almacenamiento son estructuras subcorticales, como el neoestriado (caudado y

putamen).
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Como se ha mencionado anteriormente, existen diferentes tipos de memoria,
cada una controlada por una parte diferente del cerebro, que a su vez interactla
con otras estructuras para codificar finalmente el tipo de memoria que se requiera.
En este proceso interviene una serie de sistemas diferentes, dentro de los cuales
se encuentra la interaccion de estructuras como el hipocampo, el nucleo estriado,
la amigdala, la corteza prefrontal, el nacleo accumbens, el cerebelo. (White &
McDonald, 2002). La investigacion sobre diferentes sistemas de memoria es
relativamente reciente. La busqueda de los mdltiples sistemas de memoria
empezd con el descubrimiento de que lesiones selectivas en zonas del cerebro
resultaban en déficits severos de memoria sin embargo no afectaban en su
totalidad. En este sentido, un ejemplo claro en la alteracion de la memoria fue el
caso clinico del paciente de amnesia estudiado por Brenda Milner, el sefior Henry
Gustav Molaison (H.M.), el cual después de la ablacién del I6bulo temporal medial
como tratamiento para epilepsia cronica, no presento ningun deterioro en sus
capacidades intelectuales, sin embargo le provocé una amnesia anterograda

(incapacidad de formar nuevos recuerdos). (Milner, Squire & Kandel, 1998).

Se han planteado distintas clasificaciones de memoria, una de ellas es el de
Squire & Zola (1996) quienes nombran las dos categorias que dividen a la MLP: a)
declarativa o explicita y no declarativa o implicita; estas categorias son para uso

especifico en humanos.

La memoria declarativa o explicita es la informacion o conocimiento recordado
de manera deliberada, flexible e implica la manipulacion y asociacion de
informacion diferente de hechos o acontecimientos. La memoria explicita puede
dividirse en memoria semantica que es el almacenamiento del conocimiento del
mundo y memoria episddica que es la capacidad de volver a experimentar un

evento en el contexto en el que se produjo originalmente (Squire, 2004) (Fig. 2).

La memoria no declarativa o implicita es la informacién que nos permite ejercer

habitos cognitivos y motores. Su recuerdo es de manera inconsciente, es rigida y
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esta vinculada a las condiciones en las que se produjo el aprendizaje (habituacion,
sensibilizacion o condicionamientos clasicos e instrumental) y/o a través de la
memoria de procedimiento que son las habilidades motoras, cognitivas,
perceptuales del sujeto. (Squire, 2004; Thompson & Kim, 1996)

|— Memoria a largo plazo (MLP). ~|

Memoria Memoria
explicita implicita
Semantica | | Episodica Aprendizaje Aprendizaje Procedimental
| asociativo no asociativo
: |
I ez I I el I Condicionamiento ——
clasico. Habituacion. Habilidades y
Condicionamiento Sensibilizacion. habitos.
Hipocampo lobulo operante .
temporal medial | | _
Hipocampo, Reflejos Estriado,
amigdala corteza motora,
! cerebelo.
cerebelo.

Figura 2. Clasificacién de los sitemas de memoria de largo plazo y estructura asociada.
(Modificada de Squire, 2004)

La memoria es un proceso complejo que no se encuentra restringido a una sola
area fisica anatomica, sino que involucra numerosas areas del cerebro. El proceso
de consolidacion de la memoria declarativa depende del intercambio de
informacion entre el hipocampo y diversas zonas corticales, a través de sistemas
bidireccionales de conexiones corticales hipocampales (Squire, 2004). En el caso
de la memoria implicita, de la memoria procedimental en particular, sus
principales sustratos anatomicos de almacenamiento son estructuras subcorticales
como el neoestriado (caudado y putamen). Esto sugiere que el proceso de la
memoria es extenso sin embargo no parece procesarse ni almacenarse en las

mismas regiones cerebrales.
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2.1.2 Memoria de Reconocimiento

La memoria explicita consiste en una variedad de procesos cognitivos en
sustratos neurales disociables que se requieren para la integracion de la
informacion el cual se adquiere con pocas exposiciones al material que hay que
aprender (Squire & Zola, 1996). La tarea de reconocimiento de objetos (RO) es un
modelo ampliamente usado para evaluar la memoria explicita y el entendimiento
de las bases neurobioldgicas de la memoria de reconocimiento (Ennaceur &
Delacour, 1988). El reconocimiento de un estimulo cobra importancia en el
procesamiento de la memoria ya que los eventos novedosos atraen mas la
atencion que los eventos familiares, ademas, la habilidad para responder a los
eventos novedosos es fundamental para la supervivencia (Balderas, Rodriguez-
Ortiz & Bermudez-Rattoni, 2015).

La memoria de reconocimiento es la habilidad para discriminar la familiaridad
de las cosas previamente experimentales (Brown & Aggleton, 2001). El
reconocimiento tiene dos elementos funcionales esenciales, por un lado el
reconocimiento de la familiaridad de los estimulos, por el otro en el recuerdo de la
informacion espacial de los eventos. Ennaceur y Delacour (1988) establecieron la
tarea de RO con base en la inclinacion natural de los roedores a explorar mas el
objeto novedoso que el familiar, libre de reforzadores primarios, como alimento y
castigos que condicionen la conducta. Por lo regular en esta tarea se presentan
en una primera fase dos objetos novedosos idénticos para que la rata se
familiarice con ellos, y después de un tiempo, en la segunda fase se le presentan
un objeto familiar (presentado en la primera fase) y un objeto novedoso. El
comportamiento de reconocimiento es la preferencia de exploracion por el objeto
novedoso. Existen diferentes modificaciones al protocolo de la tarea de RO, una
de ellas es la evaluacion de exploracién de los objetos en un lugar novedoso. Esta
tarea esta basada en una fase de adquisicion, en la que se presentan dos objetos

distintos y posteriormente, en la segunda fase se presentan los mismos objetos,
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pero un objeto previamente presentado sera movido de posicion (Balderas,
Rodriguez-Ortiz, & Bermudez-Rattoni, 2015).

Investigaciones previas en la tarea de RO han relacionado la participacion de
la corteza perirrinal con la novedad del objeto y el hipocampo con la codificacion
de un contexto especifico (Balderas et al., 2008). Cuando la familiarizacién tiene
lugar en una fase en la cual el ambiente contextual es novedoso, el hipocampo
juega un papel inhibitorio en la consolidacion de la memoria de reconocimientos
de objetos. De esta manera, la memoria de reconocimiento permanece inalterada
por la inactivacion del hipocampo cuando la exploracion inicial de los objetos
ocurre en un ambiente familiar (Balderas et al., 2008). El hipocampo es importante
para la memoria de reconocimiento de objetos a largo plazo pero la memoria
puede adquirirse usando estrategias alternativas que involucran otras regiones del

cerebro.

2.2 Cuerpo Estriado

El cuerpo estriado es el conjunto de estructuras aferente de los ganglios
basales (GB) los cuales participan el control del movimiento y en funciones
cognitivas. Los GB son un grupo de nucleos subcorticales interconectados de
sustancia gris que se encuentran en el cerebro anterior. Estan integrados por el
cuerpo estriado —en primates la capsula interna separa al cuerpo estriado en
ndcleo caudado y putamen; en roedores no existe tal separacion-, el globo pélido
dividido en interno (GPi) y externo (GPe), el nicleo subtalamico (NST) y las dos
porciones de la sustancia negra: la reticulada (SNr) y la compacta (SNc) (Voorn,
Vanderschuren, Groenewegen, Robbins & Pennartz, 2004). (Fig. 3). El nucleo
caudado esta ubicado en ambos hemisferio del cerebro y tienen forma de C. Esta
compuesto de tres porciones: La cabeza tiene contacto con los ventriculos
laterales, el cuerpo y la cola. El putamen es la porcion mas grande y lateral del
estriado. (Fig. 3A). En roedores la parte dorsomedial del estriado corresponde al
nacleo caudado en primates y la parte dorsolateral corresponde al putamen (Fig.
3B) (Tepper & Plenz, 2008)
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El nucleo estriado es el nucleo de mayor tamafio de los GB, es la entrada
principal de dichos nucleos y participa en l¢ planeacion y ejecucién del
movimiento, especificamente como un filtro sele :tor y refinar de movimientos.
(White & McDonald, 2002) Existen varios criterios neuroanatémicos y funcionales
utilizados para subdividir al estriado en una region lorsal y una region ventral. Uno
de ellos se basa en regiones neuroanatémicas d finidas como el borde entre el
ndcleo accumbens y el complejo caudado putan =n. Otro criterio para dividir el
estriado es con base en su conectividad, que id ntifica al estriado dorsal como
aguella regidn que posee conexiones con areas seirisomotoras y el estriado ventral
como la region que esta inervada por la corteza frontal y las regiones limbicas
como el hipocampo y la amigdala. (Voorn et al.,, 2004). El estriado dorsal
funcionalmente es heterogéneo ya que la region del EDM recibe proyecciones de
areas asociativas corticales como la prelimbica y el nucleo intralaminar del tAlamo
y modula la memoria espacial dependiente de hipocampo mientras la region del
EDL recibe proyecciones de la corteza sensorimotora y participa en la

consolidacion de las asociaciones de estimulo-resptiesta (Voorn et al - 2004)

Nicleos taldmicos

A) VANL P SR
7 g
-\_V,\/.\/\,,- v B /
ortezz motora ~. [ e ) 4
arimaria _ ’
~L /
\ 12, | "
Nicleo
caudado \/ -
»
= By z
Putamen —.2 “ r"' \
S \ 2\
“j‘l\ ) > - r‘ 2N
Globo palido, === o v — (=
segmento -~ =9 - o A = \77 4
externo e interno A <

"Nicleo subtaldmico”

TRENDS in Neuroscences

Figura 3. Descripcién de los ganglios basales. A) Seccién coronal que muestra los nlcleos que
componen a los ganglios basales. B) Diagrama de un corte coronal de rata en el cual se observa la
subdivision neuroanatomica del estriado; dorsal (CPu) y ventral (Acb y OT). La division por
conectividad corresponde a los colores, la regién dorsal corresponde al color violeta, la
dorsomedial la gris y la ventral la naranja. Abreviaturas: ac, comisura anterior; Acb, nicleo
accumbes; CPu, caudado-putamen; OT, tubérculo olfatorio. Modificado de Parente & Carpenter
(1996); y Voorn et al. (2004)
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2.2.1 Citologia del Estriado

Las células que forman al estriado son diferentes y se distinguen por tamario,
espinas dendriticas y trayectorias axonales. El cuerpo estriado esta formado en
un 95% por neuronas espinosas medianas de proyeccion y el 5% restante son
interneuronas (Wilson, 2004). Se han identificado dos categorias de neuronas
espinosas medianas de proyeccion:

Tipo I. Son de soma esférico o poligonal con ramas secundarias y terciarias
cubiertas de espinas. En estas neuronas se han identificado varios péptidos, como
la sustancia P, dinorfina y encefalina, ademas de Acido y-aminobutirico (GABA).

Tipo Il son escasas, la extension de sus dendritas es mayor en comparacion al

tipo | y liberan las mismas sustancias (Wilson, 2004)

Las interneuronas del estriado se pueden dividir en dos grupos: Las
interneuronas que sintetizan acetilcolina (ACh), son células no espinosas mas
abundantes, entre 1-3%; Y las que sintetizan GABA, sin embargo este ultimo
grupo se han subdividido en tres tipos diferentes:

Interneuronas que expresan parvalbumina y GABA, tienen soma oval, muestran
potenciales de accion muy répidos, de duracion corta (300 Hz), estan
escasamente ramificadas y son inmunorreactivas a GABA y descarboxilasa del
glutamato.

Interneuronas que expresan somatostina, neuropéptido Y y GABA, su soma es
fusiforme, su tamafio es mediano, tienen dendritas de bajo umbral de disparo, son
inmunorreactivas a la diaforasa NADPH (nicotinamida adenina fosfato
dinucleétido)

Interneuronas GABAérgicas que expresan calretinina que son neuronas pequefas

sin espinas. (Kreitzer & Malenka, 2008).

Tanto las neuronas de proyeccion espinosas como las interneuronas
muestran un patrén muy caracteristico de actividad espontanea. El potencial de

membrana de las neuronas espinosas varia entre un estado hiperpolarizado
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cercano a -80mV y un estado despolarizado cercano a -50mV, en cuanto a las
interneuronas comparadas con las neuronas espinosas, las interneuronas
muestran un potencial de reposo de membrana despolarizado entre -55mV y -60
mV y post hiperpolarizaciones lentas debido a la presencia de un voltaje de alto
umbral activada por calcio. Todas con la posibilidad de disparar en rafaga. (Tepper
& Plenz, 2008) Como resultado de la conectividad de las distintas neuronas en el
estriado con diversas regiones corticales y limbicas, se ha postulado que el nucleo
estriado ejerce una funcion integradora por medio de la convergencia de
informacion para la ejecucion de conductas dependientes del aprendizaje espacial

mediado por regiones dorsomediales. (White & McDonald, 2002).

2.2.2 Conectividad del Estriado

Los GB son parte de un circuito que adquiere informacion de la corteza
cerebral, la procesa y proyecta nuevamente a la corteza a través de circuitos
cortico-estriado-talamo-cortical. El estriado posee eferencias a través del GPi a los
nacleos talamicos que proyecta a las areas motoras de la corteza prefrontal. Las
conexiones eferentes del estriado muestran que los GB no controlan directamente
el movimiento sino que lo coordinan a través de inter-conexiones con areas
motoras, premotoras y prefrontales que participan en la planeacién y ejecucién del
movimiento.

La principal aferencia a los GB se origina en el estriado a través de
proyecciones glutamatérgicas provenientes de areas corticales sensoriales y de
areas corticales motoras y prefrontales. Una importante aferencia al estriado es la
proyeccion dopaminérgica proveniente de la SNr que inerva al caudado-putamen y
modula la actividad de los circuitos estriatales a través de receptores de la familia
D1 que incrementan la respuesta glutamatégica cortical y la familia de receptores
D2 que la disminuyen (Fig. 4).También el estriado recibe aferencias de los NST
gue hacen relevo en el GPe para enviar su proyeccion GABAérgica al estriado.

Por ultimo el estriado recibe aferencia glutamatérgicas de los nucleos talamicos a
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través de fibras provenientes de diversa regiones de la corteza sensorial motora,

premotora y frontal. (Kreitzer & Malenka, 2008)

| Corteza
- —
Estriado
D1 D2 <
l Talamo |

| GPe e———J__

—

SNc SNr
Dopamina GABA Glutamato
> > —

Figura 4. Conexiones neuroanatémicas
del estriado, el cual como parte de los
ganglios basales recibe informacién de
varias regiones de la corteza y proyecta a
la corteza motora modulando la ejecucion
motora y memoria espacial. GPe, Globo
palido externo; STN, Nucleos
Subtalamicos; SNc, Sustancia nigra
compacta; SNr, Sustancia nigra reticulata.
Modificado de: Gurney, Prescott, Wickens
& Redgrave, (2004).

Las eferencias estriatales de neuronas medianas espinosas viajan a través de

dos vias: La via directa proyecta al GPi y la SNr, que a su vez proyectan axones

nacleo motor del talamo. La via indirecta proyecta hacia el GPe que a su vez

proyecta a los NST y estos envian axones al GPi y SNr. (Kreitzer & Malenka,

pral
a ce%®
conte? \

2008).
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Figura. 5 Representacion grafica de
un corte de cerebro de raton en cual
se describen las dos vias de
eferencias estriatales: La via directa
proyecta al globo palido interno y las
sustancia negra reticulata y estos a
su vez a talamo. La via indirecta
proyecta hacia GPe que proyecta a
los NST , este a GPi y SNr, para
enviarla a talamo. GPe, Globo
palido externo; GPi, Globo palido
interno; NST, Nucleo subtalamico;
SNr, Sustancia negra parsreticulada.
Modificado de Kreitzer & Malenka
(2008)
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Como resultado de la conectividad del estriado con diversas regiones corticales y
limbicas se sabe que el estriado ejerce una funcién integradora por medio de la
confluencia de informacion sensorial, motora y limbica para la ejecucion de
conductas motoras dependientes del aprendizaje de procedimiento mediadas por
la region dorsolateral, del estriado (EDL) aprendizaje espacial mediado por
regiones del estriado dorsomedial (EDM) (White & McDonald, 2002).

2.2.3 Participacion del estriado dorsomedial en el aprendizaje y la memoria.

Muchos estudios han demostrado que el aprendizaje y la memoria espacial
son mediados por estructuras entre las cuales el hipocampo y estriado dorsal son
de suma importancia. Se ha reportado que la funcionalidad del estriado en el
aprendizaje y la memoria depende de sus conexiones neuroanatoémicas: la regiéon
del EDL esta involucrada en el aprendizaje de procedimiento y la del EDM esta
relacionada con la modulacion de ciertos aspectos de la memoria espacial (Devan
& White, 1999; Featherstone & McDonald, 2005.)

Las primeras investigaciones que mostraron participacion entre el aprendizaje
y la memoria espacial fueron descritas por Whishaw (1987). El experimento
consistio en lesionar el EDM con &cido iboténico antes del entrenamiento en la
tarea de laberinto acuatico de Morris. Las ratas con lesiones en el EDM previas a
la fase de entrenamiento mostraron un deterioro en la adquisicién de la tarea en
comparacién con controles pero al sobre-entrenarlas en la misma tarea tenian el
mismo desempefio que las ratas control. Los resultados hacen evidente la
funcionalidad del estriado dorsal debido a que la region del EDM participa en el
aprendizaje, ademas que en condiciones de sobre-entrenamiento las estrategas
de navegacion por ratas lesionadas en EDM eran similares a los controles, esto
sugiere gue en etapas tempranas de aprendizaje, el EDM crea representaciones
estimulo-estimulo la cual cobran menos importancias conforme se incrementa las
sesiones de entrenamiento como resultado de la formacion de una representacion

estable de asociaciones de hipocampo (Whishaw, 1987)
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Una de las funciones del estriado en el aprendizaje y la memoria es mediar
hébitos o asociaciones estimulo-respuesta. En este sentido, Packard, Hirsh, y
White (1989) plantearon la probabilidad de distintos sistemas anatomicos de la
memoria en mamiferos, esto lo demostraron con la disociacion de las funciones
mnemonicas del hipocampo y el estriado con lesiones en la region dorsal del
estriado o la fimbra-fornix en ratas que entrenaron en dos versiones de laberinto
radial. Encontraron que las ratas lesionadas en la fimbria-férnix fueron mejores en
elegir la tarea de memoria de procedimiento, mientras que las lesionadas en el
estriado dorsal no desempefiaron bien la tarea de laberinto radial la cual evalla

memoria espacial.

También existe una disociacién funcional entre el EDL y EDM la cual fue
estudiada en ratas con lesiones en el EDL o EDM en la tarea de laberinto acuatico
de Morris. Este estudio mostré que las ratas que tuvieron lesiones en el EDL
tuvieron un incremento significativo en la seleccion de la estrategia espacial,
mientras las ratas con lesiones en EDM produjeron una preferencia por la
estrategia de procedimiento. Estos hallazgos aportan evidencia de que el EDM
participa en la seleccién de estrategias de navegacion espacial que compiten en
forma paralela con las estrategias de navegacion de procedimiento dependientes
del EDL. (Devan & White, 1999)

Estudios recientes muestran que al bloquear receptor de glutamato N-metil-D-
aspartato (NMDA) en el hipocampo dorsal y en el EDM producen deterioro en la
memoria de largo plazo en una tarea espacial del laberinto acuatico de Morris lo
cual refuerza la intervencion de EDM en procesos de aprendizaje y memoria

espacial. (Holahan et al., 2005)
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2.3 Sistema Cannabinérgico

El estudio de la sefalizacion del sistema cannabinérgico inicio con el
descubrimiento de moléculas denominadas endocannabinoides y el hallazgo de
receptores de cannabinoides a los cuales se les unen selectivamente estas
moléculas. Este sistema mantiene rutas bioquimicas complejas para la sintesis,

liberacion, trasporte y degradacion de los endocannabinoides

2.3.1 Endocannabinoides

Con el descubrimiento de los receptores a cannabinoides suponia la
existencia de sustancias quimicas enddégenas capaces de unirse a ellos y mediar
respuestas fisioldgicas, estos fueron los endocannabinoides. La mayoria de estas
moléculas enddgenas son derivadas del acido araquidonico, un lipido que forma
parte de la membrana celular. En el afio 1992 se pudo aislar el primer compuesto
endocannabinoide a partir de un extracto lipidico de cerebro de cerdo: la
araquidonil- etanolamida, nombrada Anandamida (ANA) (del sanscrito ananda que
quiere decir “felicidad interior” y amida por el enlace quimico distintivo de agonista
exdgeno) (Devane et al.,1992). En 1995 se descubrid el 2-araquidonilglicerol (2-
AG), aislado del intestino canino. Es asi como se demostré que tanto la ANA como
el 2-AG tenian propiedades similares al tetrahidrocannabinol, conocido como THC
(Mechoulam, 2002). Ambos endocannabinoides se unen a los receptores CB1 y/o
CB2, sin embargo la ANA tiene mayor afinidad por el CB1 (Felder et al. 1993).
Existen compuestos endocannabinoides descubiertos recientemente que aunque
no todos se unan a receptores CB1 o CB2 presentan funcionalidad cannabinoide
(Tabla 1).
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Receptores canabinoidesy

Endocannabinoides Nombre comun

propiedades funcionales
N-araquidoniletanolamida Anandamida Agonista Parcial CB1, agonista limitado en CB2.
2-araquidoniglicerol 2-AG Agonista completode CB1 y CB2
Cis-9-10-octadecenoamida Oleamida Agonista CB2, Agonista limitado CB1
N-oleoletanolamida OEA Agonista TRPVI
2-aranquidonilgliceril éter Noladin Eter Agonistaa CB1
O-aranquidonoiletanolamida Virodamina Agonista Parcial CB2 y antagonista CB1
N-Araquidonildopamina NADA Agonista CB1y agonista potente TRPVI

Tabla 1. Diferentes tipos de cannabinoides enddgenos descritos. Muestra el nombre comun de

cada endocannabinoide, sus propiedades funcionales y los tipos de receptores a los que se unen.

2.3.1.1 Anandamida

La ANA es un agonista endocannabinoide parcial o total de los receptores a
cannabinoides. Se ha estimado que la concentracion de ANA en cerebro de rata
oscila entre 4 y 40 pmol/g de tejido y en humanos 148 pmol/g de tejido (Felder et
al., 1996) Los niveles de ANA en el SNC son bajos, 200 veces menos que la
concentracion de 2-AG (Sigiura et al., 1995). En cuanto a los niveles de ANA en el
cerebro, son equivalentes a los de los neurotramisores como dopamina y
serotonina, pero considerablemente mas bajo que los de GABA y glutamato .
Aungue no entran en la definicibn de neurotramisores clasicos debido a que no
son almacenados en vesiculas y son lipofilicos. Asi, la ANA se produce en la
membrana seguida de su liberacion en demanda. (Ameri, 1999). Asimismo se ha
reportado que la ANA cumple las mismas propiedades farmacolégicas y
funcionales que el THC: catalepsia, antinocicepcién e hipotermia (Romero, Garcia,

Fernandez-Ruiz, Cebeira, & Ramos, 1995).
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2.3.1.2 Biosintesis y Degradaciéon de la Anandamida

Casi todos los endocannabinoides son sintetizados en la membrana celular a
partir de lipidos y liberados desde las neuronas Unicamente en respuesta a un
estimulo. Se unen a receptores de membrana para provocar sus acciones y son
inactivados mediante degradacion enzimatica en el interior. Al activar al CB1 o
CB2 inhiben la liberacién de neurotransmisores como el GABA o el glutamato.
Todo este proceso descrito necesita un mecanismo para sintetizar, desplazar,

degradar y reducir la concentracion de compuestos endoégenos.

La ruta metabdlica para la sintesis de la ANA mas certera desde un punto de vista
fisiolégico es la que sugiere que el endocannabinoide procede de un precursor
fosfolipidico de la membrana celular. La sintesis (Fig 6.) comienza con la catalisis
de dos fosfolipidos, la fosfatidil etanolamina (PE) y la fosfaditil colina (PC), que
por medio de la enzima N-aciltransferasa une el &cido araquiddnico de la PC a la
cabeza del grupo de la PE (NAT) dando como resultado a N-araquidonil-
fosfatidiletanolamina (NAPE). Esto da paso a la hidrolisis de la NAPE por medio de
la actividad de la enzima fosfalipasa D (PLD), la cual produce ANA y acido

fosfatidico, este ultimo reciclado para producir glicerol. (Piomelli, 2003)

N-acetiltrasferasa Fosfolipasa D
0 J I HO
; B ; 0-P=0__~ — = T
| \/\ NH2 = —
Fosfatidiletanolamida (PE) N-araquidonil-fosdatidiletanolamida Araquidoniletanolamida

(NAPE) (Anandamida)

Figura 6. Via de la sintesis de ANA. Modificado Piomelli (2003)
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Tras la liberacion de la ANA al espacio sinaptico, su duracidon es corta y es
captada rapidamente (Beltramo 1997). Se ha contemplado a los diferentes tipos
celulares para la captura de ANA. En un inicio se contemplaba que la inactivacion
de ANA era por difusion simple, dada su naturaleza lipofilica. Posteriormente se
especuld con el trasportador de membrana de ANA (TAM). Sin embargo el TAM
no ha sido aislado ni clonado, causa por la cual algunos autores han mostrado
rechazo sugiriendo la hidrolisis de la ANA a partir de la enzima FAAH (McKinney &
Cravatt, 2005), encargada de la trasformacion de ANA en el acido araquidénico y
etanolamina, y de la reduccion de la concentracion intracelular de ANA (Bisogno
et al., 2005).

La FAAH es una proteina integral de 597 aminoacidos, se encuentra acoplada
a la membrana celular en su cara intracelular y se ha podido localizar en cuerpo
celulares, dendritas de células de hipocampo, corteza cerebral, nucleo estriado
(Egertova et. al., 1998). La FAAH se hallado en el cerebro de rata especificamente
en el estriado, el hipocampo, el talamo, las células endoteliales y el sistema
inmune. Se han generado ratones Knockout de la FAHH los cuales muestran
disminucién en la hidrolisis de ANA y otros FAAs (acidos grasos amidados) lo que
indica que esta proteina es la principal para degradar estos lipidos in vivo. Se han
observado los mismos efectos al administrar un inhibidor de la FAAH. Con lo
anterior se confirma su papel modulador de la actividad del sistema

cannabinérgico (McKinney & Cravatt, 2005)

o Figura 7. Mecanismo de

WN/ “OH desactivacion de los
o o H

m endocannabinoides. La

Transportador ANA es introducida por su

Membrana celular

trasportador de membrana

Interior 1 (TAM). Posteriormente se
© o} hidroliza  por  distintas
WN‘ “OH ——~Hon . :
— H <7/\7 hidrolasas de serina o por
Acid idoni .

) FAAH cldo araquidenice la enzima FAAH.

Membrana interna
gt :‘ i , \X/ H,N____OH Modificado Piomelli (2003)

A 3 y Etanolamina
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2.3.2 Receptores Cannabinoides.

A finales de la década de los 70’s se creia que el agente psicoactivo de la
marihuana, especificamente la molécula cannabinoide exdgena conocida como
delta-9-tetrahidrocanabinol (THC) y agonistas cannabinoides interaccionaban
directamente con la membrana celular debido a su naturaleza altamente lipofilica
sin embargo el primer experimento que demostré la existencia de sitios
especificos para cannabinoides fue descrito por Harris, Carchman & Martin (1978).
En 1988 se inicio la caracterizacion bioguimica y genética del primer receptor
cannabinoide, el CB1. (Devane et al., 1992) Después del descubrimiento del
receptor CB1 se ahondo en el conocimiento de sus propiedades y estructura. En
1990 se demostro que el receptor CB1 se encuentra localizado en el SNC a partir
de su clonacién (Matsuda et al., 1990), en 1991 se caracterizé el receptor CB1 en
humanos a partir de tronco cerebral (Gerard, Mollereau, Vassart & Parmentier,
1991). Dos afos después fue caracterizado el receptor CB2 a partir de células

mieloides de bazo de rata (Munro, Thomas & Abu-Shaar, 1993)

Los receptores cannabinoides son proteinas asociadas a las superfamilia de
proteinas G y presentan 7 dominios transmembranales hidrofébicos. Todos los
receptores CB1 estan constituido por 472-473 aminoacidos con un 97% de
identidad en su secuencia de aminoacidos (Gerard et al., 1991); el receptor CB2
es analogo en un 44% respecto al receptor CB1 y en un 68% en dominios
transmembranales (Bisogno, Ligresti & Di Marzo, 2005). El receptor CB1 esta
ampliamente expresado en el SNC como corteza frontal, hipocampo, GB, SNr,
cerebelo (Fig. 8) aunque también se ha localizado en otros sistemas y tejidos
como en las amigdalas, el bazo, el corazon, los testiculos y los ovarios. (Ross R.
et al., 2001) Mientras el receptor CB2 se ubica principalmente en células y tejidos
del sistema inmune especificamente en linfocitos B y T, aunque se ha reportado la
presencia del recetor CB2 en el SNC como en el cerebelo, tubérculo olfatorio,
coliculo inferior y region parvocelular del nucleo vestibular medial, pero de manera
muy limitada (Onaivi, 2006)
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Figura 8. Inmunohistoquimica del receptor CB1. Corte sagital de cerebro de rata, el cual
representa en las regiones mas obscuras la ubicacién del receptor en mayor proporcion.
Modificado de Martinez et al. ( 2003)

Los receptores cannabinoides pueden actuar de diferente forma tras la
activacion por un ligando:

Una de ellas es debido a la asociacién con proteinas G de tipo inhibitorio. Esta
asociacion provoca una reaccion inhibitoria de Adenilato Ciclasa (AC) por el efecto
de la subunidad alfa de la proteina G, esto produce una disminucion en la sintesis
de Adenosin Monofosfato ciclico (AMPc) (Prather, Martin, Breivogel & Childers,
2000).

Otro mecanismo es por la regulacion de canales i6nicos. Unicamente el
receptor CB1 es capaz de modificar el estado de los canales i6nicos de calcio y
potasio. El dimero By de la proteina G activa los canales de potasio (Mackie, Lai,
Westenbroek & Mitchell, 1995). En cambio inhibe los canales de calcio tipos N- y
P/Q que perjudica la liberacién de neurotransmisores (Felder et al., 1995) (Fig. 9).
También se ha descrito que los receptores endocannabinoides pueden activar las
vias de las cinasas PKB/Akt a través de la proteina G en su subunidad By. Por lo
tanto esta via de transduccién resulta importante para el control del crecimiento,

supervivencia y trasformacion maligna de las células (Vivanco & Sawyers, 2002)
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Figura 9. Regulacion de canales ibnicos presinpticos activados por CB1. Sinapsis entre la
interneurona GABA y célula piramidal CAl del hipocampo, los receptores CB1 pueden iniciar una
serie de eventos intracelulares, que incluyen la activacion de la proteina G y sus subunidades B y
Y, el cierre de los canales de ca* dependientes del voltaje y la inhibicién de la liberacion de GABA.
Modificado Piomelli (2003)

Se ha descrito un mecanismo intracelular cannabinomimético de la ANA para
otro tipo de receptores distintos a los CB1 Y CB2 el cual consiste en unirse a un
tipo de canal catidnico activado por capsaicina, el receptor vaniloide VR1/TRPV1.
Unién que desencadena en un aumento en la entrada de calcio en la célula (Olah,
Karai & ladarola, 2001).

Asimismo, los endocannabinoides pueden aumentar la expresion del oxido
nitrico (ON) que actia como neurotransmisor retrogrado en la plasticidad sinaptica
y en la relajacion de la musculatura lisa de los vasos sanguineos a traves de la
activacion de la 6xido nitrico sintasa constitutiva (ONSc) (Fiamiani C. et al., 1999).
Todas las vias descritas pueden tener la expresion/inhibicidon de determinados
genes. Refiriendo a la modulacion de diferentes factores de trascripcion
especificamente la interaccion de receptor cannabinoide y agonista y su control
gue puede tener en la expresion de algunos genes como Krox-24, Krox-20 y Juan-
B, (Bouaboula et al., 2005)
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2.3.3. Endocannabinoides y memoria

El sistema endocannabinoide ejerce su funcion en la modulacién del
aprendizaje y la memoria en areas cerebrales como el hipocampo, el nucleo
estriado y la corteza prefrontal. Los efectos que pueden provocar los
cannabinoides sobre el aprendizaje y la memoria son multiples (Sullivan, 2000).
Existen teorias que describen el probable papel de los endocannabinoides en el
deterioro de la memoria, o bien la formacibn de la memoria mediante
consolidacion de la memoria. Los mecanismos fisiologicos por los cuales los
cannabinoides modulan diferentes sistemas de neurotransmision se relacionan

con su interaccion sobre otros sistemas de neurotransmision. (Fig. 10)

Fibra Figura 10. Rol de los endocannabinoides
cortconainatsl en la plasticidad sinaptica a largo plazo. La
activacion repetitiva de fibras
corticoestriatal causa una reduccion
persistente de la liberacion de glutamato,
llamado depresién a largo plazo (LTD), lo
gue podria ser mediado por la ANA. Las
concentraciones  elevadas de Ca*
producidas en espinas postsinapticas de
neuronas estriatal-medial después de una
estimulacién podria desencadenar la
formacién de la ANA, que a su vez puede
inducir LTD por receptores CB1l en
terminales de los axones glutamatérgicos
Modificado de Pionelli (2003)

Neurona espinosa mediana
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2.3.3.1 Sistema endocannabinérgico y el nucleo estriado

Los receptores CB1 se expresan en niveles altos en los GB, en gran parte en
el nacleo estriado y estan localizados en tres distintos elementos neuronales: en
terminales glutamatergicas, interneuronas GABAérgicas y neuronas espinosas
medianas. (Pilloni, 2003). Se ha mostrado que la mayor expresion se encuentra en
la regidon dorsolateral, que como hemos mencionado en el apartado de memoria,
participa en el almacenamiento de informacion implicita. En el estriado dorsolateral
se ha podido demostrar que el CB1 se encuentra en grandes cantidades a nivel
presinaptico y postsinaptico (Kofalvi et. al., 2005).

El desarrollo en el estudio molecular del sistema cannabinérgico ha abierto
nuevas lineas de investigacion, implicadas en la produccion de nuevos farmacos o
modelos de ratones transgénicos carentes de alguna proteina implicada en el
sistema cannabinérgico. Por ejemplo se ha demostrado que los ratones “knockout”
del CB1 muestran curvas de aprendizaje igual a las de los ratones normales en la
version clasica del Laberinto acuatico. Sin embargo en la version de aprendizaje
en reversa de la misma tarea en la cual la plataforma se mueve al lado opuesto
del tanque, los sujetos contindan acudiendo a el lugar donde se encontraba
originalmente la plataforma, esto muestra que los endocannabinoides pueden

participar en la extinciéon (Varvel & Lichtman, 2002).

Estudios previos han proporcionado evidencia de que la administracion de los
farmacos cannabinoides modulan la consolidaciéon de la memoria. El agonista
cannabinoide sintético WIN55,212-2, administrado en la amigdala inmediatamente
después del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria, mejora la
consolidacion de la memoria (Campolongo et. al. 2009). También la administraciéon
sistémica de WIN55,212-2 en ratas entrenadas bajo una condicion de alta
excitacion mejoré la memoria de reconocimiento de objetos a largo plazo

(Campolongo et. al., 2013).
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Recientemente se ha demostrado en la tarea de evitacion inhibitoria que un
choque eléctrico fuerte (0.45 mA) produce un aumento de ANA en la amigdala, el
hipocampo y la corteza prefrontal en comparaciobn con grupos control.
Posteriormente en este mismo trabajo también se administr6 después del
entrenamiento el inhibidor de la FAAH, URB597, y posteriormente un antagonista
al receptor CB1, AM251, en el hipocampo. Se encontré que el inhibidor URB597
aumenta los niveles de ANA y la activacion de receptores CB1, mejorando la
consolidacion de la memoria; mientras que cuando se bloquea el receptor con el
antagonista AM251, perjudica la consolidacion de experiencias aversivas. (Fig. 11)
Postulando que la liberacion endogena del endocannabinoide ANA mejora la
consolidacion de la memoria y esa mejora de la memoria depende de las
interacciones funcionales entre diferentes regiones del cerebro (Morena &

Campolongo, 2014).
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Figura 11. Efectos de la infusibn de URB597 (URB; 3, 10 o 30 ng ), inhibidor de FAAH, en
amigdala basolateral (BLA)(A), hipocampo(B), o corteza prefrontral (mPFC)(C) después del
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entrenamiento (48-h), el cual muestra una mejora en la consolidacion de la memoria. La posterior
administracion de una dosis de AM251 ( 0.14 o 0.28 ng) bloqueé los efectos que mejoran la
memoria de URB597 (10 o 30 ng) en el BLA (D), hipocampo (E) , o mPFC (F). * P< 0,05, * P <
0,01 vs. Grupo vehiculo (Veh); »P<0.05, ¢+ P<0.01 vs. Grupo correspondiente a AM251.

Resultados representan la media + error estandar (n = 8-13 por grupo)
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3. JUSTIFICACION

El sistema cannabinérgico endégeno esta conservado a través de la evolucion,
lo cual implica que dicho sistema posee una potencial relevancia fisiolégica. El
sistema cannabinérgico es un complejo modulador, presente en el sistema
nervioso central y otros tejidos, importante para los cambios conductuales,
moleculares y del mantenimiento de la homeostasis del organismo. Los principales
efectos fisiolégicos producidos son: control de la actividad motora; control de la
ingesta de alimento; regulacion del suefio; efectos sobre la nocicepcion; regulacién
de las funciones neuroendocrinas mediadas por la sintesis y liberacién de
hormonas de la reproduccion; control de la ansiedad y modulacion emocional; y
efectos sobre el aprendizaje y memoria. Actian en los procesos antes
mencionados de modo dosis-dependiente.

Durante la dltima década se han sintetizado moléculas agonistas vy
antagonistas de los receptores a cannabinoides. Algunas se han reservado para
investigacion béasica y otras se han comercializado para uso terapéutico,
incluyendo alteraciones del suefio y del movimiento como la epilepsia, el
Parkinson, el Alzheimer asi como la estimulacion o control del apetito en pacientes
con enfermedades como SIDA, cancer, anorexia u obesidad sin olvidar su eficacia
analgésica. Por otra parte uno de los efectos de los cannabinoides mas
claramente descritos es el efecto en los procesos de aprendizaje y memoria, ya
gue son multiples los efectos que pueden provocar aunque aun no se sabe los

distintos mecanismos y estructuras que implican estos procesos.

Es por ello que actualmente es uno de los sistemas con mayor interés de
estudio debido al creciente conocimiento de su participacion en la regulacion de
numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos. Es de gran importancia entender
los modos de accion farmacolégica de estos mediadores lipidicos para poder

desarrollar nuevas estrategias terapéuticas.
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4. HIPOTESIS

La administracion de anandamida en la regién del estriado dorsomedial después del
entrenamiento en la tarea de reconocimiento de objeto dependiente de lugar, facilitara la

consolidacion de la memoria.

5. OBJETIVOS

General.

Investigar el efecto de la activacion de los receptores a endocannabinoides con
el agonista anandamida en la region del estriado dorsomedial sobre la
consolidacion de la memoria en la tarea de reconocimiento de objeto dependiente

de lugar.

Particular.
Evaluar el efecto de diferentes dosis de ANA (0.25, 0.5 y 1.0 pg) en la region

del estriado dorsomedial sobre la memoria de reconocimiento dependiente de

lugar.
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6. MATERIAL Y METODOS.

Los procedimientos experimentales de la presente tesis fueron aprobados para
su realizacion por el Comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia, UNAM, de
acuerdo con la Norma Mexicana Oficial NOM-062-Z00-1999 para la produccion,
uso y cuidado de animales experimentales y las normas establecidas en la “Guide
for Care and Use of Laboratory Animals del NIH (ILAR, 2011).

6.1 Sujetos.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 250-300g.
obtenidas del Bioterio del INB-UNAM. Se alojaron individualmente en cajas de
acrilico trasparente, en condiciones controladas de luz-obscuridad (12:12, 7:00

am.-7:00 pm.), temperatura (22 + 1°C) con agua y alimento ad libitum.

6.2 Cirugia.

Los animales llegaron al bioterio del laboratorio de aprendizaje y memoria
cuatro dias previos a la cirugia estereotéxica. Todos los animales fueron
anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) con pentobarbital sédico (50 mg/kg).
Ademas se administrd atropina (i.p. 0.4 mg/ml) para reducir la congestion en las
vias respiratorias y permitir una adecuada ventilacion. Se rasur6 la zona dorsal de
la cabeza y se fij6 a la rata en un aparato esterotéxico. Posteriormente se le
realiz6 una incision sagital (2 cm.) y se retird el periostio con el objetivo de tener
visible el bregma. Una vez ubicado el bregma, se localizaron las coordenadas
correspondientes a la region del EDM: anteroposterior AP=+0.4 mm., mediolateral
(ML)=%2.6 mm. y dorsoventral (DV)= -4 mm conforme al atlas del cerebro de rata
(Paxinos & Watson, 2005). Se realizaron dos orificios paralelos con ayuda de un
taladro de uso fino para la implantaciéon de las canulas guias (fabricadas de tubo
de acero inoxidable del no. 23) de 11 mm. Ademas se colocé un tornillo para

asegurar la fijacion las canulas al craneo con cemento dental; A cada canula se le
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coloco un tapon de 11mm para impedir la obstruccion. Las ratas se recuperaron
después de la cirugia en una incubadora y recibieron 2 ml de solucion salina
isotonica por via subcutanea. Posterior a la recuperacion, las ratas fueron
trasladadas al bioterio del laboratorio de la Unidad de Analisis de la Conducta con
la finalidad de continuar la recuperacion, y que las ratas se habituaran al lugar

antes de iniciar los procedimientos experimentales.

6.3 Manipulacion.

Posterior a la cirugia, las ratas tuvieron una semana de recuperacion en la cual
los sujetos tuvieron tres sesiones consecutivas de manipulacion (3-5 min.) con la
finalidad de habituarlos a la presencia y manejo del experimentador. La
manipulacion consisti6 en remover al sujeto de su jaula habitacién, colocarlo y
mantenerlo libre sobre una toalla en el regazo del experimentador y acariciar
suavemente a la rata, ademas de verificar el buen estado de las canulas. En la
tltima sesién de manipulacion se colocaron en las canulas inyectores guia de
12mm simulando la microinyeccidon a la que las ratas serian sometidas después

del entrenamiento.

6.4 Tarea de Reconocimiento de Objetos dependiente de lugar (ROdI)

Para la tarea de ROdI se utiliz6 una caja de acrilico (40x40x45 cm.) cubierta en
el exterior por foami negro. Se colocaron dos claves espaciales externas a la caja,
una de ellas fue una cadmara de video (Sony MOD HPR-XR160) y su porta
camaras que al mismo tiempo se utilizé6 para grabar la exploraciéon de las ratas,
mientras el otro fue una hoja blanca con lineas verticales negras. Los objetos a
explorar que se utilizaron fueron dos objetos distintos, fabricados del mismo
material y de tamafio similar: un foco de luz blanca en forma de espiral (11 x 4 x 4
cm.) y un frasco de vidrio trasparente (5 x 5 x 5 cm.) que fueron adheridos al suelo

de la caja con un velcro cubierto este y el piso de la caja por aserrin (Fig. 11). La
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prueba tuvo lugar en un cuarto sonoamortiguado, con iluminacién tenue y con
ruido blanco de fondo para aislarlo del ruido exterior.

Se analiz6 la tarea de RO post ejecucion mediante la observacion, conteo y
registro de tiempo de exploracion de cada rata en videograbacion, tanto del
entrenamiento como de la prueba. Dos observadores realizaron las mediciones
haciendo cruzamiento de lecturas para asegurar que ambos observadores
estuvieran midiendo la exploracion con el mismo parametro. Los criterios para
tomar como conducta de exploracion fueron que tocara al objeto con la nariz y/o la
cabeza estuviera orientada al objeto a una distancia aproximada de 1 cm,

excluyendo cuando roia el velcro.

Caja de ROdI Entrenamiento Prueba

Figura 12. Fotografia de la caja de ROdI
6.4.1 Habituacién.

Un dia antes del entrenamiento cada rata se colocé en la caja de ROdI sin ningin
objeto, se le permitié explorar libremente durante tres minutos con el objetivo de
que se familiarizara con el contexto y disminuir el estrés provocado por un

contexto novedoso.
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6.4.2 Entrenamiento y prueba de ROdI.

Al dia siguiente de la habituacion se llevo acabo el entrenamiento; Cada rata fue
colocada en la caja en el lado opuesto de los objetos dando la cara hacia la pared
de la caja. Se le permitié a la rata explorar dos objetos distintos colocados de
manera paralela, separados por una distancia de 19 cm. (Objeto Familiar 1 y
Objeto Familiar 2) durante 10 min. (Fig. 12.) Inmediatamente después se retiraron
de la caja y en una habitacion continua fueron microinyectadas como se explicara

en las secciones 6.5y 6.6.

La prueba se realizd 24 h. después del entrenamiento. Consistidé en colocar en la
caja experimental al sujeto con uno de los objetos presentado en la fase de
adquisicién en la misma posicion (Objeto Familiar 1) y el otro en distinta posiciéon

(objeto en posicion Novedosa) durante 3 min.

Tanto en la habituacion, el entrenamiento y en la prueba se retiraron las heces, el
aserrin sucio, se rocié con acido acético al 3% y se limpiaron los objetos con el
etanol al 70% para evitar rastros de olor entre rata y rata. Todos los experimentos
se llevaron a cabo en un horario matutino, entre las 8:00 am y las 2:00 pm.

O

Habituacion Entrenamiento Prueba
3 minutos 10 minutos 3 minutos

Figura 13. Representacion grafica de la tarea de ROdI. Se utiliz6 una caja de acrilico con dos

claves espaciales externas. Los objetos a explorar fueron distintos, adheridos al suelo de la caja.
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6.5 Grupos y tratamiento.

Aleatoriamente se formaron cuatro grupos independientes de ratas con una n=
10 cada uno. Los tratamiento que recibieron los grupos fueron: vehiculo (VEH), o
tres dosis de ANA de 0.25, 0.5 o0 1.0 pg/uL. Las dosis de ANA se eligieron con
base en estudios previos que han demostrado tener efectos sobre la
consolidacion de la memoria en distintas tareas (Rueda-Orozco et al., 2007)

6.6 Farmaco y microinyeccion.

El farmaco que se utilizo fue Araquidonletanolamida (ANA) obtenido de Sigma
Aldrich. El vehiculo del farmaco se prepar6 en una solucibn de 5% de
polietilengicol, 5% de Tween 80 y solucion salina isotdnica. Las diferentes dosis se
disolvieron en el vehiculo y todos los tratamientos se prepararon en un sonicador
(Biansonic, MOD 2510R-MTH) durante una hora debido a su poca solubilidad. Se
prepararon en fresco antes de la administracion de los farmacos. La
administracion de ANA se realiz6 inmediatamente después del entrenamiento.
Para ello se utilizé6 una bomba de infusién lenta (WPl modelo sp200i) en la cual se
colocaron adecuadamente jeringas Hamilton de 10 pL conectadas por un tubo de
polietileno calibre PE-20 a inyectores de 12 mm de longitud (fabricado con tubo de
acero inoxidable de calibre 30) que bilateralmente administré en la region del EDM
un volumen de 0.5 pL a una velocidad de 0.5uL/min. El inyector se retird6 un minuto
después para una correcta difusién del farmaco.

6.7 Histologia.

Una vez terminados los experimentos conductuales, las ratas se sacrificaron
con la administracion de una sobredosis de pentobarbital sédico (100 mg/kg i.p.) y
se perfundieron por via intracardiaca con solucién salina isoténica seguida de
formaldehido al 4%. Se extrajeron cerebros y se mantuvieron en formaldehido al

4% durante 7 dias. Posteriormente en un criostato (Leica CM1850) se realizaron
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cortes coronales de 50um de grosor a una temperatura de -21 °C, se colocaron en
portaobjetos gelatinizados, se tifieron con la técnica de Nissil y fueron observados
en un microscopio estereoscopico para verificar que la posicion de las puntas de

las canulas fuera correcta.

Habituacién

Entrenamiento
Prueba
Sacrificioy
cx perfusién
Adaptacién Recuperacién
(4 dias) (5 dias)
I i [ | v v v
| - I I | |
| L | |
|—| T —Vehiculo
Manipulacién anandamida 0.25 pg/pL
(3 dias) (Inmediatamente | 0.5 pg/pL
después del 1.0 pgipL

entrenamiento)

Figura 14. Protocolo experimental. Se formaron cuatro grupos independientes: un vehiculo y tres

grupos experimentales administrados inmediatamente después del entrenamiento.

6.8 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos del analisis de videos en la exploracion de objetos estan
expresados como medias + error estandar. Se utilizé una prueba de ANOVA de
una via para evaluar las diferencias entre los grupos. Las diferencias estadisticas
entre dos condiciones fueron determinadas mediante el uso de la prueba t- de

Student, tomando el valor de P < 0.05 como estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS.

7.1 Verificacién histologica

El analisis histolégico tuvo como finalidad verificar la localizacién de las puntas
de las canulas. En el andlisis estadistico se consideraron solo los datos de las
ratas en la que se acerto bilateralmente la punta de la canula en la region del
EDM:

Figura 15. Fotografia de un corte coronal del cerebro de rata en el que se muestra el trazo de las
cénulas bilaterales que se implantaron en el estriado dorsomedial tefiido con la técnica de Nissl.
Fotografia tomada con un estereoscopio marca Leica MZ95 con 1.5 aumentos, acoplados a un

sistema computarizado con el software Zoon Brower EX

La ubicacién de las puntas de las canulas de todos los sujetos incluidos en el
analisis estadistico obtenido del andlisis histol6gico se muestra en la Fig. 15. Los
diagramas muestran cortes coronales correspondientes a las coordenadas del
estriado dorsomedial tomados del atlas Paxinos y Watson (2005). Las cordenadas
del EDM respecto a bregma fueron: antero-posterior, +0.4 mm.; mediolateral, + 2.6

mm. y dorsoventral, -4.0 mm.
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Bregma 0.24 mm
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Figura 16. Diagramas de cortes coronales del cerebro de rata que muestra la ubicacién de las

puntas de las canulas en la regién del EDM

Para el analisis estadistico se incluyeron solo los datos de las ratas que no
presentaron problemas durante la cirugia, que tuvieron un O6ptimo implante
quirdrgico, una administracion correcta de los tratamientos y que contaron con las

puntas de las canulas en la region adecuada.
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7.2 Resultados estadisticos.
Entrenamiento en la tarea de ROdI

El tiempo de exploracién a los objetos fue la variable que se tomé en cuenta
para evaluar los efectos de los distintos tratamientos sobre la memoria. En el
entrenamiento de la tarea de ROdI el tiempo de exploracion en ambos objetos
pasaron la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov por lo
tanto tienen una distribucion normal. Los datos se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) de una via (tratamientos) y no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos (Fig. 15).

Se analizé el tiempo que las ratas exploraron el objeto familiar 1 y el objeto
familiar 2 por grupo mediante una prueba de T de Student y no se encontraron
diferencias significativas. Esto significa que las ratas no tuvieron una preferencia
por explorar un objeto en particular, exploraron en la misma proporcion ambos
objetos. Ademas, las ratas aun no habian recibido la administraciéon de los
tratamientos.

Hl Objeto familiar 1
B Objeto familiar 2

Vehiculo 0.25 nug 0.5 ug 1.0 ng
Anandamida

30 -

25 A

20

15 -

10

Tiempo de exploracion (s)
n

Figura 17. Entrenamiento. Se muestra la media + el error estandar del tiempo de exploracion para
los objetos familiar uno y objeto familiar dos durante el entrenamiento. No hubo diferencias
significativas en el tiempo de exploracion entre el objeto familiar uno y el objeto familiar dos. Veh
(n=10), ANA 0.25 (n=10), ANA 0.5 (n=10), ANA 1.0 (n=10).
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Prueba en la tarea de ROdI

En la prueba de la tarea de ROdI los datos obtenidos del tiempo de exploracion
presentaron una distribucion normal por Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. Los
datos se analizaron con un ANOVA de una via (tratamiento) y no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas. Por lo tanto, en conjunto, el analisis
indica que no hubo un efecto de los tratamientos sobre el tiempo de exploracion
en el objeto familiar en comparaciéon con el objeto en posicion novedosa. El
andlisis estadistico por tratamiento se realizé mediante una prueba de T de
Student.

El grupo que recibié vehiculo tuvo un tiempo de exploracion significativamente
mayor en el objeto en posicidbn novedosa con respecto al objeto familiar (t=2.916,
P= 0.053); por consiguiente podemos inferir que recordd que uno de los objetos
cambio de posicién y lo exploré en mayor cantidad. El grupo que recibi6 la dosis
de 0.25 pg de ANA también explor6 por mas tiempo el objeto en posicidon
novedosa en comparacion con el objeto familiar (t=3.571; P=0.006); estos datos
sugieren que las ratas recordaron la ubicacion anterior de objeto y lo exploré en

mayor cantidad en su nueva ubicacion.

Sin embargo, los grupos que recibieron las dosis mas altas de ANA, 0.5y 1.0
de ANA no presentaron una exploracién diferente entre el objeto en posicion
novedosa en comparaciéon con el objeto familiar (t= 1.496, P=0.8758; t=1.805,
P=0.1814 respectivamente). Estos resultados sugieren que estos tratamientos
tienen una interferencia con el recuerdo en el reconocimiento de la ubicacion de

los objetos.
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Figura 18. Prueba. Se muestra la media + el error estandar del tiempo de exploracién para el objeto
familiar y el objeto en posiciéon novedosa durante la prueba. Hubo diferencias significativas en el
tiempo de exploracién entre el objeto familiar y el objeto en lugar novedoso en el grupo que recibioé
la dosis mas baja (0.25 pg); mientras los grupos de dosis mas altas (0.5 pg y 1.0 pg) solamente fue

diferente al grupo vehiculo. (**) (P<0.01)
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8. DISCUSION

En este trabajo se evalu6 el efecto de la activacion de los receptores a
endocannabinoides con el agonista ANA en la regidon del EDM sobre la
consolidacion de la memoria en la tarea de ROdI. Se encontr6 en este estudio que
la administracion de ANA inmediatamente después del entrenamiento no facilita la
consolidacion de la memoria. No hubo diferencias significativas durante la prueba
de la tarea entre el grupo vehiculo y el grupo que recibié la dosis baja de
anandamida (0.25 pg) mientras los grupos que recibieron las dosis altas de
anandamida (0.5 o 1.0 pg) no presentaron reconocimiento de objeto en posicién

novedosa.

En este trabajo estudiamos la region del EDM porque expresa una gran
densidad del receptor a cannabinoides CB1 como se ha descrito anteriormente,
también porque tratamos de esclarecer la participacién del sistema cannabinérgico
estriatal en el aprendizaje y la memoria espacial, que no ha sido tan ampliamente

estudiado como el hipocampo.

Los resultados en este proyecto indican que el agonista cannabinoide ANA no
facilita la consolidacion de la memoria como se propuso en un inicio. Contrario a
esto, investigaciones previas postulan que alterando el sistema cannabinérgico se
afecta formacion de la memoria. Esto sugiere que la liberacion enddégena de
cannabinoides que se produce durante un estimulo-respuesta / habito experiencia
de aprendizaje puede ser Optima para la memoria, mientras que la interrupcién del
sistema cannabinérgico endégeno puede reducir la formacion de la memoria de

respuesta. (Goodman & Packard, 2014)

Asimismo es importante destacar que la modulacion de la memoria espacial en
el EDM se debe a la conectividad de esta a region con el hipocampo a través de
fioras de la fimbra-fornix. (Voorn et al., 2004). Actualmente se sabe que la

actividad del hipocampo esta relacionada con la memoria espacial pero aun se
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desconocen detalladamente los mecanismos neurofisiolégicos mediante los cuales
el estriado y el hipocampo compiten o cooperan durante el aprendizaje y a su vez
porque ruta los cannabinoides provocan todas las respuestas conductuales que
tienen que ver con su interaccidon con otras estructuras y sobre todo otros sistemas

de neurotransmision.

Rueda-Orozco et al. (2008) realizaron un trabajo en el cual administraron ANA
en el estriado y el hipocampo en dosis de 0.5 pg, 1 pg y 2 pg inmediatamente
después del entrenamiento; se observé que afecta la consolidacion en ratas
entrenadas en el laberinto de Barnes; mostraron ademas que no hubo efecto del
tratamiento en el tiempo de ejecucion o total de errores durante la fase de luz. En
esta investigacion, las ratas del grupo control mostraron una preferencia
significativa por la estrategia espacial en la fase de luz del ciclo. Al administrar 1
Mg Y 2 pg de ANA en el hipocampo, se observo una disminucion significativa de la
estrategia espacial en la fase de luz, y un aumento en la estrategia serial respecto
a control. Esto sugiere que agonistas cannabinoides pueden afectar la memoria

por medio de la disminucién del aprendizaje de procedimiento.

Al igual que en el hipocampo, la activacion del CB1 en el estriado disminuye la
liberacion de GABA. Wallmichrath & Szabo (2002) mostraron que las proyecciones
GABAérgicas originadas en el nucleo caudado putamen que llegan a la sustancia
negra, son moduladas mediante el CB1 que se expresa presinapticamente. El
efecto de la activacion del CB1, resulta en la disminucion de las corrientes

inhibidoras en las células dopaminégicas nigroestriatales.

En 2005 se demostro que la liberacion de GABA era modulada a la baja en
presencia de agonistas cannabinérgicos y este efecto era bloqueado mediante los
antagonistas cannabinérgicos SR141716A y AM251 (Kofalvi et al., 2005).
Posteriormente a este estudio, Narushima, Hashimoto & Kano, (2006)
demostraron que al igual que en el hipocampo, el sistema cannabinérgico esta

implicado en la supresion de la inhibicion inducida por la despolarizacion (DSI) que
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ocurre en las interneuronas de disparo rapido que estan inervando a las neuronas
espinosas medianas. Recalcando que la DSI es la activacién de los receptores
CB1 que disminuye transitoriamente la inhibicion de ciertos neurotransmisores. La
administracion del SR141716A bloqued completamente la induccion de la DSl y la
administracion de WIN 55,212-2 asemej0 los efectos de la despolarizacion

necesaria para producir DSI.

En otro estudio, Kreitzer y Malenka (2007) en registros de células que forman la
via directa e indirecta de comunicacién de los ganglios basales lograron demostrar
que las neuronas espinosas medianas de la via indirecta son muy susceptibles a
presentar LTD mediada por endocannabinoides. Se relaciona la activacion de los
receptores dopaminérgicos D2 con la ausencia de LTD. La LTD es un tipo de

plasticidad sinaptica que puede evocarse en el estriado.

Se ha mostrado que el sistema cannabinérgico es indispensable para la
induccion de LTD en el estriado. Ronesi & Lovinger (2005) han demostrado que en
ratones mutantes sin CB1, es imposible producir LTD. De igual forma se mostro
que la administracion de agonistas cannabinérgicos producia LTD en los ratones
normales mientras que en los mutantes no. Esta induccion de LTD en ratones
normales era inhibida en presencia del antagonista del CB1, el SR141716A.
Concluyeron que los cannabinoides deben liberarse postsinapticamente, viajar
hasta la presingpsis y alli activar al CB1 en terminales glutamatérgicas
provenientes de la corteza para producir LTD.

Ahora bien, otro neurotransmisor fundamental para el funcionamiento del
estriado es el glutamato. Al parecer la influencia de la neurotransmision
glutamatérgica es generar potencializacion a largo plazo (LTP), implicandose
sobre todo en procesos de memoria espacial. Se cree que los cannabinoides
inhibirian la liberacion de glutamato a nivel presinaptico, no pudiendo activar los

receptores para glutamato NMDA y AMPA (Sullivan, 2000). El CB1 se encuentra
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altamente expresado a nivel presinaptico, asi como en nucleo estriado y su papel

ahi es el de modular la liberacion de GABA y glutamato.

El déficit cognitivo provocado por los cannabinoides podria implicar también al
sistema dopaminérgico, pues se vio que tanto en el deterioro de la memoria como
en la inhibicion colinérgica del hipocampo habia una clara y doble influencia de los
receptores D2 y CB1. Se ha visto que el SR141716A puede aumentar los niveles

de acetilcolina en el hipocampo y facilitar la memoria (Terranova et al., 1996).

Uno de los efectos de los cannabinoides mas claramente descritos es el
deterioro en los procesos de aprendizaje y memoria, pero también existen
hipétesis que hablan del probable papel en la formacién de la memoria, mediante
la consolidacién de la memoria (Campolongo et al., 2009; Morena & Campolongo,
2014)

Como ya se habia citado anteriormente, Morena y Campolongo (2014) han
demostrado en la tarea de evitacidn inhibitoria que un choque eléctrico fuerte (0.45
mA) produce un aumento de ANA en zonas relacionadas con la memoria y
aprendizaje en comparacién con grupos control. En este mismo trabajo, se
administr6 después del entrenamiento el inhibidor de la FAAH, URB597, y
posteriormente un antagonista al receptor CB1, AM251, en el hipocampo. Se
encontré que el inhibidor URB597 aumenta los niveles de ANA y la activacion de
receptores CB1, mejorando la consolidacion de la memoria; mientras que cuando
se bloguea el receptor con el antagonista AM251, perjudica la consolidacion de
experiencias aversivas. Postulando que la liberacibn enddégena del
endocannabinoide ANA mejora la consolidacion de la memoria y esa mejora de la
memoria depende de las interacciones funcionales entre diferentes regiones del

cerebro.

Esto ultimo también apoya al estudio publicado por Lucas De Oliveira y et al.

(2008), en cual infunden en ratas Wistar un antagonista selectivo de los receptores
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CB1, AM251 y un agonista enddégeno, ANA antes e inmediatamente después del
entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria. Los resultados de la
administracion de los farmacos en hipocampo dorsal mostraron que no influyen en
la adquisicion de la tarea. Por el contrario, la administracion del agonista ANA
mejora la consolidacién de la memoria. Demostrando que la consolidacién de la
memoria depende de la integridad del sistema endocannabinérgico. Estos
resultados al igual que los presentados en este proyecto muestran una falta
efectividad en dosis altas de ANA, ya que no facilitan, ni deterioran la memoria,
solo la neutralizan. Esto puede ser explicado por su union de la ANA a otros sitios
como a receptores muscarinicos (Christopoulos & Wilson, 2001) o receptores
TRPV1 vainilloides (Di Marzo, Bisogno, & De Petrocellis, 2001; Ross et al., 2001).
Por otro lado el efecto de la ANA es dificil de interpretar ain en dosis muy bajas
pero se especula que la facilitacion o mantenimiento de la memoria por la ANA en
dosis bajas puede ser porque es dirigido especificamente a los receptores CB1,
contrario a la posible activacion de diferentes receptores en dosis altas de ANA.

Hasta el momento no existen evidencias claras en la participacion del sistema
cannabinérgico estriatal en los procesos cognitivos. Sin embargo todo indica hasta
ahora con los diferentes experimentos realizados que el sistema cannabinérgico
en el ndcleo estriado juega un papel fundamental y muy fino en un tipo especifico
de plasticidad conocido como LTD. En este sentido, la literatura reporta el
sinérgico rol de los cannabinodies tanto inhibiendo la excitacion como de la propia
inhibicion en los diferentes sistemas de neurotransmision, asi como la activacion o
modulacién de las distintas estructuras implicadas en el proceso de consolidacion
de la memoria. Se debe recordar que la interaccion del sistema
endocannabinérgico en el aprendizaje y la memoria de reconocimiento espacial
pueden involucrar otras estructuras ademas del hipocampo y el estriado, en este
caso dorsomedial. Es por ello que no se da por descartado la hipotesis del rol del
sistema cannabinérgico en la facilitacibn de la consolidacion de la memoria
aunque a nivel conductual son escasos los trabajos que intentan esclarecer la

participacion del sistema cannabinérgico en el EDM.
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Finalmente una cuestidn esencial para el estudio de los sistemas mdltiples de
una memoria es esclarecer como cooperan o compiten los sistemas durante la
adquisicion y consolidacion de la memoria de reconocimiento espacial y a su vez
como se codifica, almacena la informacion en cada region. Es por ello la
importancia de los métodos de lesion y farmacologia conductual para ubicar las
regiones del cerebro que tienen participacion en procesos de memoria,
fundamentales para mostrar la cooperacion y competencia sin olvidar los
mecanismos neurofisioldgicos involucrados en el procesamiento de la informacion

qgue permitan la codificacion de las representaciones espaciales.
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10. CONCLUSION.

El presente trabajo encontrd que en la administracion de distintas dosis de ANA en
la region del EDM no facilitan la consolidacion de la memoria en la tarea de ROdI.
Por el contrario, las administraciones de dosis altas de ANA (0.5 o 1.0 pg) no
producen reconocimiento de objeto en posicion novedosa en la consolidacion de la
memoria. Concluyendo con esto que los endocannabinoides modulan la
codificacion y consolidacion de la memoria de reconocimiento de lugar no solo en

el hipocampo sino también la regién del EDM.
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ABREVIATURAS

AC. Adenilato Ciclasa

ACh. Acetilcolina

AMPc. Adenosin Monofosfato ciclico

ANA. Anandamida-Araquidoniletanolamida

CB1. Receptor a cannabinoide tipo 1

CB2. Receptor a cannabinoide tipo 2

DSI. Supresion de la inhibicion inducida por la despolarizacion
EDL. Estriado Dorsolateral

EDM. Estriado Dorsomedial

FAAs. Acidos grasos amidados

FAAH. Hidrolasa de acidos Grasos Amidados.

GABA. Acido y-aminobutirico

GB. Ganglios basales

GPi. Globo palido interno

GPe. Globo palido externo

LTD. Depresion a largo plazo (Long-term depression)
LTP. Potencializacion a largo plazo ( Long-term potentiation)
MCP. Memoria de corto plazo

MLP. Memoria de largo plazo

2-AG. 2-Araquidonilglicerol

NST. Nucleos subtalamicos

SNr. Sustancia negra pars reticulata

SNc. Sustancia negra pars compacta

NMDA. Receptor de glutamato N-metil-D-aspartato
ONSc. Oxido Nitrico Sintetasa constitutiva

RO. Reconocimiento de objetos.

ROdI. Reconacimiento de objeto dependiente de lugar.
SNC. Sistema Nervioso Central

TAM. Trasportador de membrana de anandamida

THC. Tetrahidrocannabinol
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