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“Cabe decir con toda justicia que la marcha de las
ciencias naturales, ininterrumpida e irresistibie
desde Galileo, se detiene por primera vez en el
segmento superior del cerebro o, dicho de
manera mas general, ante el érgano de las
relaciones mas complejas del animal con el
mundo exterior. Esta detenciéon no es debida al
azar; las ciencias naturales se encuentran
verdaderamente en una situacién critica, ya que
el cerebro, cuya formacién superior es el cerebro
humano, que creé y sigue creando las ciencias
naturales, ha pasado a ser objeto de
investigacion de esas ciencias”.
Ilvan Plavov, apertura de su

conferencia “Las ciencias naturales y el cerebro”,

Xll Congreso de Naturalistas y Médicos, Moscu,
1909.
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Capitulo 1

Introduccion



1.1 Planteo e Hipotesis

El planteo inicial de la presente tesis resulta de la confluencia de dos
temas de investigacion.

Un primer tema es el de la supuesta funcién de las angiotensinas en
procesos mnésicos (Wright, 1994) y su relacién con las otras variadas
funciones que se atribuyen a estos péptidos. En efecto, las angiotensinas
parecen estar involucradas en gran diversidad de procesos, desde los
relacionados con cambios en la presion arterial y aumentos en la ingesta de
agua y sal (hormona principal de la hipovolemia), a los que hacen a funciones
reproductivas, inmunolégicas, de desarrollo, diferenciacién y modelado
celular, asi como la ya mencionada funcién en procesos de memoria (Wright,
1992).

Un segundo tema de investigacion se refiere a la antigiedad del
sistema angiotensinérgico, es decir, a la emergencia de neuropéptidos
similares a angiotensinas desde etapas muy tempranas del proceso evolutivo.
Es necesario senalar que varios resultados previos sugieren que las
angiotensinas se encuentran muy conservadas, como lo demuestra el hecho
que la secuencia de estos neuropéptidos en sanguijuelas es exactamente
igual a la de los humanos (Laurent, 1995). Su existencia ha sido informada en
moluscos (Gonzales, 1995) y poliquetos, y ya desde antes de esta tesis, se
habia demostrado la presencia de la enzima convertidora de angiotensina en
el cangrejo azul, Callinectes sapidus (Smiley, 1994).

La confluencia de estas dos tematicas encontr6 un modelo muy
apropiado para su estudio en el robusto paradigma mnésico del cangrejo
Chasmagnathus granulata, intensamente investigado desde el punto de vista
comportamental y mecanistico en el Laboratorio de Neurobiologia de la
Memoria, de la Facultad de Cs. Exactas y Naturales (UBA). Ademas de las
ventajas de trabajar con un modelo muy estudiado, cabe destacar que el
cangrejo Chasmagnathus ofrece una cualidad muy interesante para los
objetivos de la presente tesis, pues se trata de un animal eurihalino que vive
la mayor parte de su vida en aguas salobres pero que puede soportar
increibles diferencias de salinidad en el medio, desde agua casi sin sal hasta



concentraciones un 50 % superiores al agua de mar. Es decir,
Chasmagnathus es un animal con gran capacidad de osmorregulacion, lo que
adquiere especial relevancia ya que una de las funciones generalmente
aceptadas de las angiotensinas esta relacionada con su papel en la
regulaciéon del equilibrio de sales.

La presente investigacion constituye el primer ejemplo de un estudio
en un invertebrado acerca de la accion de un neuropéptido sobre la memoria
a largo término, aunque el interés de la investigacion propuesta no se agota
en la demostracién de una relacién angiotensina-memoria. De acreditarse
esa relacion, el interés fundamental del estudio se orientaria (como
corresponide a un estudio biolégico) a entender como la supuesta furicion
mnésica de este neuropéptido es parte de una respuesta adaptativa integral.
En efecto, puede concebirse dos maneras de encarar la  variada
funcionalidad de las angiotensinas: Una de ellas seria la adoptada por
algunos autores ante la diversidad de acciones de los opioides, y suponer asi
que una estrategia conservadora del proceso evolutivo ha llevado a emplear
un mismo comporiente en funciones diversas en distintos lugares del mismo
sistema nervioso, o en términos de Nichols, “el mismo transmisor es
frecuentemente usado una y otra vez en diferentes areas del sistema
nervioso y en circuitos neuronales que median una amplia gama de acciones
fisiolégicas” (Nichols, pag. 330, 1994). Otra posible forma de entender la
diversidad funcional de este neuropéptido, es concebir a las angiotensinas
como sefiales quimicas organizadoras que aseguran wuna rutina
comportamental bajo determinadas situaciones. Esta idea es ilustrada por un
esquema interpretativo propuesto por Wright (Wright, 1992) acerca de la
accion de la angiotensinas en un mamifero que enfrenta una reduccién en la
provisién de agua. Wright propone una sucesiéon de hechos desencadenados
por una disminucién del agua disponible que provoca hipovolemia, la que
conlleva a su vez a un aumernto de los niveles de angiotensinas en la sangre.
Esta elevaciéon en el nivel del péptido es detectada en el sistema nervioso
central, produciendo incremento en la actividad de las vias del cerebro
involucradas en los estados motivacionales relacionados con sed y apetito
por sodio; supresion de comportamientos no relacionados con dicho cambio

como copulaciéon y busqueda de parejas; analgesia; aumento de presién



sanguinea y cambios hormonales dirigidos a conservar el agua corporal,
incremento de comportamientos exploratorios relacionados con sed, al tiempo
que aumenta la capacidad de consolidacién en memorias relevantes; todo lo
cual viene a elevar la capacidad de buscar con éxito nuevas fuentes de agua.
Una vez que la fuente de agua es localizada este sistema regresa a su nivel
basal.

Este esquema de Wright esta de acuerdo con la idea de una sefial
quimica actuando como organizador u orquestador, propuesta en términos
diferentes por varios autores para diversos neurotransmisores o
neuromoduladores (Sombati, 1984; Bicker, 1989; Fitzsimons, 1997) y que
tentativamente definimos en los siguientes términos. Orquestador es una
sefnal quimica que en respuesta a un cambio en el medio extemo, provoca
acciones coordinadas que llevan al animal a una rutina comportamental
coherente de valor adaptativo en situaciones especificas. La demostracion de
que una senal quimica esta actuando de esta manera, requiere probar la
existencia de un cambio en el entorno externo, desencadenando una
secuencia de eventos fisioldgicos que culmina en un comportamiento apto
para enfrentar la situacién creada por el cambio en el medio. No hay trabajos
experimentales con esta demostracion para la mayoria de los
neuromoduladores, angiotensinas incluidas, pese a la existencia de
esquemas interpretativos minuciosos como el presentado por Wright.

Las hipétesis basicas de trabajo de esta Tesis pueden plantearse
como una serie de preguntas:

¢Tiene el sistema de las angiotensinas alguna funcién mnésica en
Chasmagnathus? En caso afirmativo, ¢esa funcion mnésica es parte de una
respuesta adaptativa integral a un cambio en el entorno externo? ;Puede
concebirse que no sélo la emergencia del sistema de las angiotensinas sino
también el de sus funciones mas caracteristicas hayan surgido
tempranamente en el proceso evolutivo? Esta postulacion contrasta con la
que sostiene que la utilizacion repetida y en diversas funciones de un mismo
componente (e.g. los neuropéptidos), resulta de una estrategia conservadora

de la evolucién por la que no hay compromiso evolutivo entre componente y
funcién.



1.2 Objetivos

Planteadas estas preguntas, el primer paso del proyecto sera indagar
acerca de la existencia de algunos de los componentes del sistema de las
angiotensinas en Chasmagnathus, tratando de precisar su ubicacion,
principalmente en el sistema nervioso central (SNC). Se intentara luego la
busqueda farmacolégica, usando agonistas y antagonistas, de los posibles
efectos de estos neuropéptidos sobre la memoria de largo término. Se
tratara, por ultimo, el desafio mas importante, correlacionar algun cambio
ambiental con las supuestas acciories mnésicas y osmorreguladoras de las
angiotensinas.

1.3 Nociones y antecedentes relacionados con la hipotesis basica de esta

Tesis.
Dedicaremos el resto de la Introduccién al repaso de algunas nociones

y antecedentes relacionados con las hipétesis basicas de esta Tesis, que
ademas seran Uutiles para el andlisis y discusion de los Resultados.

1.3.1 Neuropéptidos

Los neuropéptidos son sustancias endégenas presentes en las células
nerviosas como y actuan transmisores y moduladores en el sistema nervioso
central (De Wied, 1987). Se hallan tanto en vertebrados e invertebrados y, de
hecho, aparecen funcionando como senales aun antes del advenimiento de
los animales pluncelulares (Shaw, 1996). Inicialmente, muchos neuropéptidos
fueron estudiados solo como hormonas, pero ya en los afios 70 se
comenzaron a describir muchos de ellos en el cerebro, donde la primera
familia caracterizada fue la encefalina (Hughes, 1975). Sefalamos a
continuacién propiedades particulares de los neuropéptidos (Hokfelt, 1991).

a) Pueden ser liberados de las terminales nerviosas como
cotransmisores junto a un neurotransmisor clasico primario durante una

estimulacion neuronal de alta frecuencia [ej. GABA y neuropéptido Y,



(Kupfermann, 1991)] y, en muchos casos, su liberacion es regulada de
manera independiente (Hokfelt, 1994).

b) La liberacién neuronal no es exclusivamente axénica, sino que
puede ocurrir también desde las dendritas y el soma de estas células (Pow,
1989).

c) Los neuropéptidos tienen entre 3 y 80 residuos de aminoacidos Yy
derivan de precursores sintetizados en el soma constituidos por 200 a 300
aminoacidos. Los precursores son clivados en sitios especificos antes que el
péptido esté listo para su liberaciéon y pueden dar lugar a mas de un
neuropéptido. De ahi entonces que sean transportados a una gran distancia
para alcanzar la terminal sinaptica. Dado que de un precursor resultan
generalmente dos o mas péptidos activos, ellos pueden ser liberados de
manera diferencial de acuerdo a posibles procesamientos diferenciales del
precursor (Blundell, 1980; van Kesterren, 1996; Sossin, 1990; Sossin, 1991).

d) Mientras que las moléculas neurotransmisoras pequefas actuan y
pueden ser removidas rapidamente de las hendiduras sinapticas, los
neuropéptidos producen acciones de largo término, debido a una compleja
interaccién con varios segundos mensajeros y, ademas, son liberados en
concentraciones menores que los primeros, desconociéndose mecanismos
de recaptacion. Asi solamente una pequena concentracion del péptido
alcanza los receptores, sinapticos o no, que son de una relativa alta afinidad

cuando se comparan con los de neurotransmisores clasicos (Kupferman,
1991).

1.3.2 Neuropéptidos en invertebrados

Un sorprendente numero de neuropéptidos ha sido descripto en
diversas especies de invertebrados, incluyendo animales con sistema
nervioso muy primitivo como el de los colenterados. Los neuropéptidos
muestran gran ubicuidad en todos los metazoos que poseen sistema nervioso
(Blomm, 1984). Se hallan en células neurosecretorias, interneuronas,

motoneuronas y células endocrinas (e.g. intestino) o glandulares de origen no



nervioso. Cada neuropéptido se encuentra distribuido formando un patrén
tipico y especifico de neuronas y células neurosecretorias. En los Gltimos
anos se ha tratado de establecer cuales son las implicancias funcionales de
la gran diversidad de estructura y multiplicidad de acciones de los
neuropéptidos de invertebrados, ya sea en el control de funciones fisiologicas
como en la generacién de comportamientos especificos. Ademas, se ha
especulado que la multiplicidad de neuropéptidos encontrados en
invertebrados provee un amplio margen de comunicacién a un sistema
nervioso simple, incrementando asi su capacidad de procesar informacion
(Blomm, 1984).

En cnidaria, muchos péptidos con actividad morfogénica y reactivos a
sueros anti-RFamida, fueron aislados del sistema nervioso y ya han sido
clonados. Entre ellos destacaremos el péptido activador anterior de Hidra y
mas de 36 copias de un gen precursor de RF-amidas, que son parte de una
gran familia de péptidos relacionados con FMRF-amida (FaRPs)
(Grimmelikuijzen, 1992).

En nematodes (Caenorhabiditis elegans y Ascans), mas de 11 FaRPs
se han identificado bioquimica y genéticamente. Un gran nimero de péptidos
se han hallado en anélidos, muchos de ellos pertenecientes a familias con
representantes en vertebrados, moluscos e insectos, e.g. FaRPs,
vasopresina/conopresina, encefalinas y miomodulinas (Brownlee, 1999).

En moluscos se han descripto, secuenciado y/o clonados mas de 80
neuropéptidos, en particular en Lymnaea stagnalis y Aplysia. Muchos de
estos parecen exclusivos del phylum, mientras que otros, como por ejemplo
FaRPs, neuropéptido Y, bradiquiinina, insulina, encefalinas vy
vasopresina/oxitocina (Rajpara, 1992; Wickham, 1991), estan presentes a lo
largo de toda la evolucién animal.

La presencia e identificacion de neuropéptidos en artrépodos ha sido
ampliamente estudiada. La lista de péptidos aislados en insectos es
sumamente importante, mas de 300 (Nassel, 1993 y 1994), pero muchas de
sus funciones fisiolégicas y comportamentales permanecen desconocidas.

Mas adelante, en esta Introduccion, se presentaran algunos de los
neuropéptidos descriptos en crustaceos.



1.3.3 Persistencia estructural de los neuropéptidos a lo largo de la evolucién

Algunos neuropéptidos de invertebrados muestran grandes similitudes
estructurales con péptidos de vertebrados; como por ejemplo, la secuencia
del péptido activador de cabeza de Hidra, que es idéntica a la descripta en
hipotalamo de humanos y bovinos (Schaller; 1996).

Los péptidos opioides enddgenos estdn presentes, con secuencias
idénticas, en diferentes phyla de invertebrados y vertebrados. En efecto, las
mismas secuencias de Met- y Leu-encefalinas se han identificado en
sanguijuelas, cangrejos y mamiferos. Sus acciones fisiolégicas, tanto como
neurohormonas o como neurotransmisores, estan demostradas en una
amplia gama de invertebrados actuando, por ejemplo, en la iniciacion de
respuestas comportamentales, termoregulacién, cambios en cromatéforos, o
la liberacion de hormona hiperglucemiante de crustaceos, etc. (revisado en
Nagabhushanam, 1995).

Otro ejemplo son las grandes similitudes estructurales y funcionales
de los péptidos relacionados con insulina y sus receptores. Esta superfamilia,
representada por insulinas y factor de crecimiento semejante a insulina se ha
descripto en esponjas, moluscos e insectos (e.g. Bombixina). Asimismo,
receptores a insulina se han identificado en Aplysia, Lymnea y Drosophila y
cangrejos (Smit, 1988; Kucharski, 1997).

Un excelente ejemplo de conservacion de un sistema de
neuropéptidos es la superfamilia vasopresina/oxitocina. En mamiferos, las
acciones ’clasicas’ atribuidas a vasopresina, dentro de otras, son la
regulacion del balance osmético y la presion arterial, mientras que para la
oxitocina son las acciones en contracciones uterinas y lactacion. Muchos
miembros de esta familia han sido aislados a partir de tejidos provenientes de
invertebrados, e.g. conopresina en moluscos, anetocina en anélidos, péptido
similar a la vasopresina en langosta (Van Kesteren, 1996). En el molusco
Lymnea, las acciones de la conopresina sugieren que este péptido posee un
papel funcional ligado a la oxitocina donde, ademas, se han descripto dos
tipos de receptores para esta familia. Una de las mas importantes evidencias

es la preservacién del puente disulfuro formado por dos cisteinas que posee



esta familia a lo largo de la evolucién (Mark, 1999). Asi como los efectores de
esta familia estan conservados, también parecen estarlo sus receptores,
constituyendo un excelente ejemplo de co-evoluciéon de neuropéptidos y
receptores (Mark, 1999).

Al igual que en vertebrados, la accién de los neuropéptidos en
invertebrados estd generalmente mediada por receptores especificos
asociados a membrana; pudiendo ser receptores con actividad tyrosina-
kinasa, receptores tipo proteinas G y canales idnicos activados directamente
por péptidos. En Drosophila y Aplysia, el receptor de insulina es una tyrosina-
kinasa que activa la MAP kinasa y afecta la excitabilidad neuronal alterando
la conductancia de canales de Ca™ y K'. La gran mayoria de los
neuropéptidos, tanto en invertebrados como en vertebrados, ejercen sus
acciones a través receptores que se unen a proteinas de tipo G, provocando
cambios en los niveles de segundos mensajeros como AMPc, GMPc,
diacilglicerol, inositoifosfato o concentraciones de Ca" intracelulares, o
alterando directamente la conductancia de canales, modificando el
metabolismo celular lo que incluye cambios a largo término como alteraciones
en la expresion génica (Nassel, 1996).

Recientemente, se ha descripto y clonado en Helix, un canal de Na+
amilorida-sensible que es activado por FMRF-amida, constituyendo la primera
evidencia que un neuropéptido puede actuar como neurotransmisor rapido
(Cottrell, 1997).

1.4 Aprendizaje, consolidacién y modulacion de la memoria

1.4.1 Aprendizaje y memona

Se puede considerar al aprendizaje como el proceso de adquirir
informacién, almacenable y recuperable, sobre la base de la cual se produce
un cambio en el comportamiento. La memoria, a su vez, se ha definido como
la persistencia de lo aprendido en un estado que puede ser evocado en un
tiempo posterior (Thorpe, 1963).

La siguiente definicién operacional tiene la ventaja de aplicarse a
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cualquier fenémeno de aprendizaje (Rescorla, 1976; Rescorla, 1988): una
experiencia en un tiempo, T1, causa un cambio en el estado del animal
(aprendizaje o, equivalentemente, memoria) que es reflejado en un ftest
diferido en el tiempo, T2, en el cual el animal que ha tenido esta experiencia
se comporta distinto de aquél que no la ha tenido.

Basicamente existen dos tipos de aprendizaje: asociativo y no
asociativo. Aprendizaje no asociativo es el que ocurre en relacién a un solo
estimulo y puede ser considerado como la modificacién en un solo canal de
informacion. Dos de las formas mas cominmente estudiadas del aprendizaje
no asociativo son: a) la habituacién, definida como la caida de una respuesta
a un estimulo como resultado de su presentacion repetida, y b) la
sensibilizacién, definida como el aumento de la respuesta a un estimulo como
resultado de la presentacion repetida de una sefal intensa o nociva. En los
paradigmas de aprendizaje asociativo los arreglos experimentales incluyen
una contingencia entre eventos, que pueden ser tanto sélo entre estimulos
externos como entre estimulos y acciones propias del sujeto experimental;
representando formas de aprendizaje que involucran la convergencia de
distintos tipos de canales de informacién.

La idea que cambios persistentes en la eficacia de las transferencias
de sefiales, o sea de la eficiencia sinaptica, estén involucrados en
mecanismos neuronales de aprendizaje y memoria ha sido expuesta ya por
Ramén y Cajal y, en esta misma linea de argumentaciéon, Hebb la expuso
como el concepto de “ensamble celular’ (Spatz, 1996). Esta hipétesis tiene
hoy fuerte apoyo experimental (Kandel,1982; Bliss, 1993; Elgersma, 1999;
lzquierdo, 1997). Asi, la existencia de estructuras neuronales cuya
conectividad se ve alterada durante el proceso de aprendizaje produciendo
nuevas vias que representan el trazo mnésico, es postulada como la base del
almacenamiento de la informacion (Squire, 1993; Squire, 1987; Solomon,
1986, Kandel, 1997; Alkon, 1984).

1.4.2 Consolidacién de la memona

Se distinguen diferentes fases de memoria, tanto en el caso de



vertebrados como de invertebrados. Se suele postular asi, la existencia de
una memoria de corto término, una memoria intermedia y otra de largo
término (Goelet, 1986; Bernabeu, 1997; lzquierdo, 1998; Hammer, 1995; Yin,
1996). La memoria de corto término se reflere a los sistemas que retienen la
informacién solo temporalmente, pudiendo ser luego transferida a una forma
intermedia u a otras mucho mas estable en el tiempo (Squire, 1987; Sedman,
1991, Izquierdo, 1998; Hammer, 1995; Benabbeu, 1997).

De manera tedrica, se ha distinguido entre sistemas neuronales
intrinsecos y extrinsecos en procesos de memoria. El sistema intrinseco se
refiere a las representaciones fisicoquimicas en estructuras neuroanatomicas
donde la informacién es almacenada (trazos mnésicos). El sistema extrinseco
se reflere a las vias que influencian la construccion de los trazos mnésicos
mediante la liberacion de neurotransmisores, neuromoduladores, y otros
neuromensajeros. Dicho de otra forma, el almacenado de la memoria es
regulado por areas del cerebro que no son los sitios donde se construye
(Mishkin, 1982). Este tipo de sistemas neuronales parece ser una propiedad
tanto de vertebrados (Squire, 1989) como de invertebrados (Krasne, 1979).
La existencia de sistemas endégenos que modulan la memoria, distintos de
los substratos neuronales que le sirven de base, se ha hipotetizado desde
hace mas de 20 afios. Krasne (Krasne, 1979) plante6 que, a lo largo de la
evolucion, el sistema nervioso presenta mecanismos y circuitos que controlan
el desarrollo, expresion y mantenimiento de los procesos de memoria.

La adquisiciéon es solo la etapa inicial de los procesos de memoria.
Estos procesos incluyen ademas, consolidacion y evocacion de la
informacién adquirida. Consolidacién es generalmente considerado como el
periodo critico en el cual el sistema extrinseco es capaz de influir a la
construccion de la memoria. En otros términos, la consolidacion esta definida
por el pasaje de memoria de corto término a memoria de largo término. El
proceso de evocacion de la memoria hace referencia a la reinstalacion de un
patron previo de activacion usando parte de este patrén como sefal (de
Wied, 1997).

Los efectos facilitadores o inhibidores de distintos tipos de agentes,

como choques eléctricos o administracion de drogas, se suelen explicar por
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su intervencién durante la consolidaciéon (Gold, 1976; McGaugh, 1973). La
efectividad de estas intervenciones es tiempo-dependiente, ya que su poder
cae a medida que aumenta el tiempo entre la finalizaciéon del entrenamiento y
el tratamiento (McGaugh, 1973). Estas caracteristicas de los procesos de
memoria se encuentran a lo largo de toda la escala evolutiva animal,
apoyando la hipbtesis de que el proceso de consolidacion esta
evolutivamente conservado (Bank, 1988; Pelz, 1997; Menzel, 1997).

1.4.3 Modulacién de la memoria

La retencion de la memoria puede ser modificada (en mas o en
menos) por diversos factores endégenos durante las fases de adquisicion y
consolidaciéon, como consecuencia de los estados internos del animal e.g.
estados de alerta, periodo reproductivo (Mc Gaugh, 1983). Kety (Ketty, 1972)
propuso que las influencias neuroendécrinas que suceden durante eventos
“importantes” constituyen la sefial que el SNC genera para que estos eventos
sean recordados.

Si bien la mayoria de los estudios acerca de los mecanismos de
memoria centran su atencion sobre los eventos neuronales que median la
memoria y la localizacién del trazo mnésico, los estudios sobre la modulacién
apuntan a comprender los sistemas endégenos que influyen en estos
mecanismos. Asi plantearon este tépico Gold y McGaugh (Gold, 1977): “ Si
las consecuencias fisiolégicas de una experiencia son considerables, esta
experiencia debe ser retenida mas eficientemente y por periodos mas
prolongados. Si las consecuencias son triviales, la experiencia es olvidada
rapidamente. De este modo, procesos mnésicos tiempo-dependientes
pueden ser el resultado del desarrolio de un mecanismo mediante el cual el
organismo sea capaz de seleccionar cuales de las diferentes experiencias
recientes deben ser almacenadas de manera permanente”

Segun McGaugh, la modulacion de un proceso mnésico puede
inactivarse sin que esto signifique la perdida de las memorias almacenadas.
Se observoé ademas que, mientras los mecanismos para el almacenamiento

de la memoria son especificos para cada tipo de aprendizaje, los sistemas de
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modulacién pueden alterar diferentes formas de memoria (Cahill, 1996).

La modulacién del almacenamiento de la memoria ha sido estudiada
principaimente en vertebrados. Diferentes neurotransmisores, como aminas,
aminoacidos excitatorios o inhibitorios, y numerosos neuropéptidos, tanto
como hormonas corticoides (Squire, 1987), intervienen en procesos limbicos
modulando diferentes fenémenos de tipo cognitivos, entre ellos los procesos
de aprendizaje y memoria.

Las hormonas mas estudiadas como moduladores endégenos en
procesos mnésicos son aquellas que intervienen y se liberan bajo situaciones
de estrés (De Wied, 1989). Dos factores son criticos en los efectos que
tienen los estados emotivos sobre la memoria en mamiferos: el sistema
catecolaminérgico, periférico o central, y el complejo amigdaloide (Cahill,
1998). Los efectos moduladores sobre la memoria, de parte de la adrenalina,
glucosa, corticoides, los sistemas colinérgicos y noradrenérgicos, entre otras
substancias, han sido bien documentados (revisado en lversen, 1988).

1.4.4 Neuropéptidos involucrados en procesos de memoria

Durante los uitimos veinte afios, un gran nimero de neuropéptidos, y
sus receptores especificos, han sido descriptos en el SNC, abriendo la
pregunta acerca de cuales son sus significados funcionales. En los primeros
trabajos hechos con hormonas hipotalamicas, se concluyé que estos
transmisores cerebrales juegan un importante papel en la plasticidad
neuronal y, por lo tanto, en procesos de aprendizaje y memoria (de Wied,
1989). De ahi entonces que las hormonas hipotalamicas y las melanocortinas
(ACTH/MSH) hayan sido estudiadas mas extensivamente que otros péptidos
en procesos de memoria.

La vasopresina, cuyas funciones ‘clasicas’ son la regulacién de la
diurésis y el control de balance de fluidos corporales, es conocida como
facilitadora de la memoria en varias de las formas activas de esta
superfamilia de neuropéptidos (de Wied, 1997; Feiman, 1987). La liberacién
endogena provocada por situaciornes de estrés, o la inyeccién de una

solucion hiperténica (central o periférica), tienen efecto facilitador sobre la
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memoria que puede ser prevenido por el uso de antagonistas especificos
(Landergraft, 1998; Baratti, 1989). Al igual que muchos otros neuropéptidos,
la vasopresina también esta involucrada en el fenémeno de LTP, ademas de
ser un excelente ejemplo de modulador endégeno, habiéndose demostrado
que cumple todos los criterios para ser designado como “mejorador
enddgeno” de procesos cognitivos segun de Wied (de Wied, 1997). Estos
criterios son: a) los efectos post-entrenamiento son tiempo dependientes; b)
se demuestra la presencia y liberacion del péptido en estructuras cerebrales,
en particular aquellas relacionadas con procesos de memoria; c¢) los
tratamientos intracraneales resultan mas efectivos que los periféricos y; d) el
bloqueo del sistema peptidérgico produce alteraciones en la memoria.

Por otro lado, un miembro de esta superfamilia, la oxitocina, presenta
efectos contrarios y ha sido propuesto como un péptido principalmente
amnésico (Kovacs, 1994 a). Asi, los integrantes de esta superfamilia de
neuropéptidos son capaces de ejercer variadas acciones, ya que un mismo
precursor es capaz de generar diferentes metabolitos activos (de Wied,
1987).

Las melanocortinas, ACTH/MSH, a diferencia de otros neuropéptidos,
no parecen tener acciones a nivel celular de largo término pero presentan
profundos efectos cognitivos que han sido interpretados en términos de
atencién y motivaciéon, considerados entonces efectos de segundo orden
sobre procesos mnésicos (Kovacs, 1994 a).

Las endorfinas endégenas también tienen efectos cognitivos. 1zquierdo
(Izquierdo, 1989) arguye, especialmente con referencia a efectos opiaceos,
que las diferencias en los estados neurohormonales del animal, antes,
durante o después del entrenamiento y la evaluacion, afectan negativamente
la recuperacién de la memoria.

Uno de los neuropéptidos mas estudiados en el sistema nervioso es la
sustancia P, un miembro de la familia de las taquiquininas. Sus papeles en el
SNC no son claros aun y, en cuanto a su accion sobre procesos de memoria,
se han mostrado tanto efectos facilitatorios o inhibitorios dependiendo de los
sitios de inoculacion de esta sustancia (Huston, 1995).

Otros péptidos que también infiuyen procesos de memoria son la CRH,
la hormona de crecimiento, la hormona liberadora de tirotrofina, la hormona
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luteinizante, la colecistoquinina, el neuropéptido Y, el péptido vasointestinal y
la angiotensina (Kovaks, 1994a).

La hipotética existencia de un sistema intrinseco de memoria y un
sistema modulador extrinseco, ha llevado a pensar que los neuropéptidos
pueden afectar procesos de memoria tanto actuando directamente sobre el
sistema intrinseco (efectos de primer orden) o, indirectamente a través de la
liberacién de otro/s neuromensajero/s (efectos de segundo orden). Conforme
con este distingo, suele aceptarse que la vasopresina tiene efectos tanto de
primer como de segundo orden, mientras que la MSH lo hace como un
efector de segundo orden (de Wied, 1997).

1.4.5 El modelo de memoria usado en esta tesis

Los trabajos acerca de procesos de memoria en el cangrejo
Chasmagnathus granulata se iniciaron en el Laboratorio de Neurobiologia de
la Memoria de esta Facultad en el afio 1984, basados en una recurrente
observacion de campo confirmada por pruebas muy elementales de
laboratorio. Chasmagnathus tiene todas las facilidades de experimentacion
generalmente atribuidas a un sistema simple, presentando ademas otras
ventajas, como la posibilidad de ser capturado durante todo el afio y en
grandes cantidades; su facil mantenimiento en el laboratorio; la constancia de
la respuesta de escape ante un peligro, base del paradigma de aprendizaje
que usamos; y el hecho de carecer de una barrera hemato-cerebral
endotelial, lo que permite detectar el efecto de drogas inyectadas en muy
bajas dosis por via sistémica (Maldonado, 1997).

Chasmagnathus despliega una respuesta caracteristica de escape
ante la presentacion de un estimulo de peligro, al que se habitia luego de
unas pocas preseritaciones separadas por un intervalo entre estimulos mayor
a 27 segundos. La disminucién de la respuesta persiste por un largo tiempo
(al menos por siete dias) (Pedreira, 1998) y no puede ser explicada por fatiga
motora 6 adaptacion sensorial (Lozada, 1990). Esta memoria a largo término
de Chasmagnathus es robusta y de adquisicion rapida; exhibiendo estimulo-
especificidad, frecuencia-especificidad (Pedreira, 1998) y dependencia de la
fase circadiana. La constancia de la respuesta de escape asi como la
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posibilidad de ser faciimente cuantificable, permitié la total automatizacion de
la estimulacion y del registro de actividad .

Inicialmente este proceso mnésico fue considerado un ejemplo mas de
habituacioén a largo término y asi se lo denominé. Sin embargo, resultados
posteriores demostraron: a) que se trataba de un aprendizaje asociativo
mediado por la asociacion del estimulo repetido con el contexto (Tomsic,
1998); b) que se adquiria siempre que se dieran 15 o mas ensayos con un
intervalo mayor a 27 seg. (entrenamiento espaciado, EE); c) que si el
intervalo era igual o menor a 9 segundos, solo podia demostrarse retencion
de la memoria en una sesion de evaluacion a 24 horas, si se daba un
entrenamiento con mas de 100 ensayos (entrenamiento masivo, EM); d) que
mientras el EE producia una retencion que se manifestaba tanto en el primer
ensayo de la sesion de evaluacion como en el re-entrenamiento que la
seguia, el EM sélo producia retencion en la fase de re-entrenamiento (es
decir, jamas se logra retencion en el primer ensayo del evaluacién cualquiera
sea el numero de ensayos del EM); e) que si el intervalo entre ensayos se
anulaba completamente (entrenamiento continuo, EC), no se puede obtener
retencion en ninguna fase de la sesion de evaluacion, cualquiera se el
ndmero ensayos de entrenamiento; f) que mientras el EM provoca una
reduccién drastica de la respuesta de escape sin su reemplazo por otra
respuesta defensiva, el EE provoca un reemplazo de la respuesta de escape
por otro item defensivo: el congelamiento (freezing) (Pereyra, 1999). Por lo
tanto, distinguimos:

Memoria Contexo Senal (MCS): adquirida por EE (15 o mas ensayos
con un intervalo entre ensayos mayor a 27 segundos).
Memoria Senal (MS): adquirida por EM (100 o mas ensayos con

intervalo menor a 9 segundos pero mayor a 4 segundos).

Con estos paradigmas se han realizado una serie de estudios
comportamentales y mecanisticos que nos han permitido determinar para
cada uno, las siguientes propiedades (Beréon de Astrada, 1999; Romano;

1996; Freudenthal, 1997; Hermitte, 1999; Pedreira, 1998; Tomsic, 1993 y
1998, Pereyra, 1996; Bruner, 1988):



Memoria contexto- senal (MCS)

Memoria serial (MS)

Adquisicién unicamente por
entrenamiento  espaciado (ej. 30
ensayos separados por 81 seg.)

Adquisiciéon unicamente por
entrenamiento masivo (ej. >
300 ensayos separados

por O seg.)

La retencibn de la memoria es
expresada tanto en el primer ensayo de
evaluacion como en el re-entrenamiento

La retencion de la memoria
es expresada unicamente
durante la fase final de la
evaluacion (re-
entrenamiento)

Memoria asociativa entre contexto y
sefal (la respuesta condicionada resulta
disminuida por un cambio contextual, asi
como por inhibicién latente o extincion)

Memoria no asociativa
(habituacién). La respuesta
habituada no es disminuida
por un cambio contextual.

La retencién de la memoria persiste al
menos por cinco dias.

La retencion de la memoria
no persiste por mas de 48
horas.

La retencién de la memoria depende de
la sintesis de novo de proteinas (Es
sensible a cicloheximida y actinomicina-
D)

La retencion de la memoria
no es afectada por el
bloqueo de la sintesis
proteica (Es insensible a
cicloheximida)

La via de transducciéon de senales c-
AMP dependiente esta involucrada (La
memoria es facilitada por activadores de
PKA y disminuida por inhibidores)

La via de transduccion de
senales c-AMP
dependiente parece no
estar involucrada
(inhibidores o activadores
de PKA no parecen afectar
esta memoria)

Después del entrenamiento espaciado se
revela un mayor nivel de actividad del
factor de transcripcion Rel/kB-like en
extractos nucleares de cerebro

Después del entrenamiento
masivo no se revela una
mayor actividad del factor
de transcripcion Rel/xB

Mecanismos colinérgicos muscarinicos
estan involucrados en la memoria
contexto-senial (La MCS es bloqueada

por escopolamina vy facilitada por
oxitremorina)

No es afectada por

escopolamina

17

Los opioides juegan un papel importante en la memoria de corto
término, estando involucrados en la caida de la respuesta que se produce

durante una sesion de entrenamiento de tipo espaciado. Por otro lado, las
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inyecciones de opioides luego del entrenamiento no muestran ningun efecto
sobre esta MCS (Tomsic, 1990 y 1991; Godoy, 1995).

1.5 Sistema Nervioso Central y Endocnno en Decapodos

1.5.1 Plan basico del sistema nervioso central en decédpodos

Describiremos brevemente el plan general del sistema nervioso central
de decapodos asi como el esquema endocrino, incluyendo una breve resefa
sobre los procesos de osmorregulacion en estos animales.

Como todos los animales con simetria bilateral, los decapodos poseen
el cerebro en su parte anterior.

1.5.2_Organizacion del SNC de decépodos

El ganglio cerebral de los decapodos esta subdividido en areas de
neuropilos unidos unos con otros por tractos de axones y agrupamientos de
neuronas. Algunos de estos neuropilos estan ordenados geométricamente,
otros forman columnas o esferas de zonas sinapticas llamados glomerulares
y otros no poseen estructuras ordenadas (Sandeman, 1993). Ciertas
funciones primarias de estos neuropilos pueden deducirse debido a que sus
aferencias y eferencias fueron facilmente reconocibles, mientras que en otros
esto no es posible. Varios de los neuropilos descriptos estan unidos por
tractos o comisura de diverso tamanos. Los cuerpos celulares se hallan
ubicados en grupos y la nomenclatura que usaremos es la propuesta por
Sandeman (Sandeman, 1992). Los nombres de los neuropilos no guardan
relacién con su probable funcién ya que son altamente heterogéneos, con
variadas proyecciories y aferencias. Dos diagramas genéricos de Decapodos
se muestran en la Fig. 3.1.
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Fig. 3.1: A: Vista dorsal del ganglio supraesofagico (cerebro) de Decapodos mostrando
algunos neuropilos. AMPO: neuropilo protocerebral anteromedial, PB: puente
protocerebral, CB: cuerpo central, NA: neuropilo antenal medial, NT: neuropilo
tegumentario, LO: 16bulo olfatorio. TOG: tracto olfatorio glomeruloso, CO: comisura
oseofagica (Sandeman, 1992).

B: Diagrama de neuropilos ubicados en los pedinculos oculares. r: fotoreceptores, la:
lamina, me: médula externa, mi: interna, mt: terminalis, sg: glandula del seno, Xo: érgano
X (Aréchiaga, 1990).

Existen tres principales divisiones en el cerebro de estos animales:
protocerebro, deuterocerebro y tritocerebro:

El protocerebro puede ser dividido en tres partes: los ganglios épticos, el
protocerebro lateral y el protocerebro medial. Dentro de los peduncuios, en
cangrejos, estan contenidos los dos primeros.

Los ganglios opticos contienen los siguiente neuropilos: /amina,
médula externa y médula interna. Los axones ubicados en esta region estan
ordenados geométricamente (Strausfeld, 1980). El patron de mosaico de los
fotorreceptores y los elementos Opticos de las omatidias de los ojos
compuestos, se proyecta a través de los Iébulos Opticos en un arregio
columnar de neuronas. Esta estructura columnar puede ser rastreada en los
primeros 3 neuropilos que son considerados como parte del érgano receptor
visual (Strausfeid, 1980).

La /amina esta compuesta por dos capas, bien definidas por los niveles
de terminales axonicas de fotoreceptores y darboles denditricos de ofras
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células. De las ocho células retinales que componen una omatidia, siete
receptores ‘verdes’ terminan en la /dmina y el restante (violeta) en la medula,
indicando que el procesamiento de color se puede establecer ya a estos
niveles (Wiersma, 1982; Nassel, 1987).

La organizacion de las fibras en la médula esta conformada por
arreglos columnares y laminares. Cuatro clases de neuronas se hallan en
este neuropilo y han sido muy estudiadas por el grupo de Glantz como un
modelo para el procesamiento primario de sefales visuales. Dos clases
llevan informacion directamente a areas protocerebrales en el cerebro y son
denomiadas SFs (sustainig fibers) y DFs (dimming fibers). Ambas proyectan a
través del nervio o6ptico al protocerebro. Las otras dos clases de neuronas
son las células amacrinas medulares, exclusivamente locales, y las
tangenciales, neuronas centrifugas que llevan senales desde la médula
externa a la lamina. Se han propuesto varios modelos de integracién de estas
neuronas. Se ha demostrado su capacidad para usar luz polarizada como
fuente de informacién (Glantz, 1998, a y b, 1995, 1996; Pfeiffer, 1989), hecho
que habia sido sugerido por observaciones histolégicas varios afos atras
(Strausfeld, 1980).

La médula interna esta formada por varias capas, con neuronas
locales o que inervan hacia el protocerebro medial; aqui se han identificado
varias fibras sensibles a movimientos. Estas neuronas probablemente sean
presinapticas a las pre-motoneuronas del tritocerebro y son parte integral del
circuito subyacente a la respuesta defensiva de la langosta de rio generada
por estimulos visuales (Nassel, 1987).

El protocerebro lateral:

Los dos neuropilos restantes que se ubican en los pedunculos
oculares son la médula terminal 'y el cuerpo hemielipsoide (Fig. 3.1.B).
Embriolégicamente derivados del protocerebro medio estan tanto
involucrados en el procesamiento de sefales visuales como en la integracién
de informacién olfativa (Bullok, 1965, Blaustein, 1988). En ninguno de ellos se
encuentran elementos geométricamente estructurados. La médula terminal

contiene células neurosecretorias tanto del 6rgano-X como de la glandula del
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seno. Esta ultima glandula es un érgano neurohemal asociado al 6rgano-X
que juntos, forman el mas importante sistema neuroenddcrino de crustaceos
(Cooke, 1982). El cuerpo hemielipsoide, estructura analoga a los corpora
pedunculata de insectos, es considerado un area de integracién (Strausfeld,
1995; Gupta, 1987).

El protocerebro medial:

El resto del protocerebro estda conformado por el protocerebro medial
que se halla ubicado dentro del ganglio supraesofagico (SE) (Fig. 3.1.A). Los
neuropilos que lo componen son los neuropilos protocerebrales anteriores
mediales, los posteriores mediales (los ultimos reciben aferencias, entre
otras, de la médula interna y el cuerpo hemielipsoide), el puente protocerebral
y el cuerpo central. Al igual que toda esta regién el cuerpo central no posee
aferencias primarias y se ha postulado, debido a su conflguracién, que este
area también tiene funciones asociativas (Sandeman,1992).

Deuterocerebro:

Todos los neuropilos que lo conforman se encuentran ubicados en el
ganglio supraesofagico. Esta conformado por: el Iébulo olfatono, que contiene
campos densamente empaquetados de sinapsis (glomérulos olfatorios) y
recibe, entre otras, aferencias primarias de los quimioreceptores de la antena
| (Sandeman, 1993); el neuropilo de la antena | lateral, que recibe aferencias
primarias de varios tipos receptores (no visuales); el neuropilo de la antena |
medial;, el I6bulo accesorio; el neuropilo comisural deuterocerebral y el
neuropilo del tracto olfatono globular.

Tritocerebro:
La parte del tritocerebro que se encuentra dentro del ganglio
supraesofagico, estd constituida por los neuropilos de la antena Il y el

neuropilo tegumentario, mientras que el resto se halla principalmente en le
ganglio toracico.
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1.5.3 El sistema sanquineo intraganglionar

Una gran red de sistemas capilares irriga el cerebro y los |6bulos
opticos. En Chasmagnathus, al igual que en otros Braquiuros, existen artenas
que salen del corazén y llevan la hemolinfa directamente al SNC. Los
capilares se abren descargando la hemolinfa en sinuosidades hemocélicas.
Los vasos estan distnbuidos de tal manera que ninguna rama nerviosa en los
neuropilos se encuentra a mas de 20-25 um de los vasos sanguineos y a
menos de 200 um de los somas neuronales (Sandeman, 1967; Sandemaan,
1982).

En insectos y vertebrados, existe una barrera de difusiéon entre los
vasos sanguineos intracerebrales y las neuronas del SNC denominada
barrera hematoencefalica endotelial. En crustaceos, por el contrario, no hay
una barrera endotelial que impida significativamente la difusién, de tal manera
que una vez que la hemolinfa es impulsada hacia los capilares del SNC, la
ausencia de barrera de difusiéon permite un rapido intercambio entre la sangre
y los componentes celulares del neuropilo (Abbot, 1970).

1.6 El plan basico del sistema endocrino en decépodos.

El sistema endocrino de crustaceos consiste en glandulas endocrinas de
tipo epitelial y estructuras endocrinas de naturaleza nerviosa: las células
neurosecretoras y los érganos neurohemales. Una gran cantidad de hormonas
en estos animales es de origen nervioso. El control hormonal de la fisiologia de
estas glandulas y de la liberacion de las neurohormonas se encuentra
fundamentalmente bajo control del sistema nervioso (Fingerman, 1987 y 1992).

El mayor centro de control neuroendécrino de los crustaceos es /a
glandula del seno (GS). Desde la GS se liberan, entre otras, hormonas
peptidicas, que actian sobre varios tejidos, como por ejemplo, oftras
estructuras endocrinas. En todos los grupos donde se ha detectado este
sistema se han identificado neurohormonas involucradas en procesos de

muda, maduracion sexual, adaptacion a la luz o en adaptaciones metabélicas
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en respuesta a cambios ambientales. La GS no produce la neurohormonas
que contiene, solo las almacena y libera. La mayor parte de esta glandula
consiste en grupos de terminales axénicas mas algunas células gliales [su
estructura ha sido revisada por Cooke y Sullivan (Cooke, 1983)]. Al menos el
90 % de los axones provienen de cuerpos celulares que se encuentran en la
médula terminal, a cuyo conjunto se conoce como érgano X (OX). Asi, el
complejo gléandula del seno -6rgano X, esta formado por un conglomerado de
alrededor de 200 células y se encuentra ubicado en los pedinculos de
crustaceos. Algunos autores mostraron que células neurosecretoras ubicadas
en el cerebro y el ganglio toracico también generan axones que termina en la
GS (Jaros, 1978). Esta glandula es estructural y funcionaimente analoga al
sistema hipotalamo-hipéfisis de vertebrados y de los cuerpos cardiacos de
insectos (Cooke, 1983). La liberacién de hormonas se encuentra regulada por
influencias ambientales y endb6genas como los ciclos de luz, ritmos
endbégenos y condiciones estresantes. Ademas se conoce la influencia de
GABA, aminas y encefalinas en la liberacién de sustancias de la GS (Garcia,
1998).

Varias células neurosecretoras se han descripto en el cerebro y
ganglio toracico del cangrejo (Bressac, 1988). Otros 6rganos neurohemales
presentes en Decapodos son el drgano Y, los érganos pericardicos, los
6rganos postcomisurales, las glandulas androgénicas y ovarios y, los 6rganos
mandibulares (Fingerman, 1997).

1.7 Neuropéptidos en crustaceos

La biologia de los neuropéptidos en crustaceos tiene una historia
interesante ya que incluye la caractenzacion de la pnimera neurohormona en
invertebrados, el octapéptido hormona concentradora de cromatéforos
(RPCH), sintetizada en los pedunculos oculares y encontrada en langostas y
en cangrejos (Fernuind, 1972). Esta hormona pertenece a la superfamilia de
hormonas de artrépodos conocida como RPCH-AKH (de RPCH-adipokinetic

hormone).

Los avances mas importantes en el terreno hormonal en crustaceos se
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hicieron, quizas, con relacion a las familias que pertenecen funcionaimente al
sisterna GS-OX, donde se hallan, por ejemplo, péptidos inusualmente
grandes (de 70 a 80 aa), como por ejemplo, la hormona hiperglucemiante
(Tensen, 1991), la hormona inhibidora de la muda y la hormona inhibidora de
la vitelogénesis. Estos tres ultimos sélo se han descripto en crustaceos
(revisado en Keller, 1992).

Por otra parte, la localizacién e identificacion de endorfinas en este
sub-phylum comenzé en 1981 (Mancilla, 1981). Hoy se conoce que las
encefalinas asi como varios receptores de esta superfamilia se encuentran en
el sistema nervioso y 6rganos endocrinos de estos animales. Se conoce que
algunos de sus miembros modulan la actividad locomotora (Martinez, 1988),
producen analgesia (Lozada, 1988), estan involucrados en la habituacién a
corto término en Chasmagnathus (Tomsic, 1990) y modulan la ubicacién de
pigmentos retinales dentro del las omatidias asi como los niveles de glucosa
circulantes (Sarajoni, 1995; Nagahushanam, 1995).

Hormonas hipotalamicas e hipofisiarias de vertebrados, tanto como
neurofisinas, han sido descriptas en crustaceos. Sustancias similares a la
somatostatina se han descripto en los ganglios de is6podos (Martin, 1981).
En neuronas y fibras de pedunculos oculares y en la GS de diferentes
decapodos, se ha descripto la presencia de sustancias similares a
neurofisinas y arginina-vasopresina asi como vasotocina y oxitocina, ademas
de hormona stimulante de melanocitos. En cuanto a sus probables funciones,
se sabe que la oxitocina eleva los niveles de glucosa, y que la Lys-
vasopresina, la Arg-vasopresina y la vasotocina remedan las acciones de la
hormona inhibidora de la muda (revisado en Fingerman, 1993).

Otros neuropéptidos que han sido encontrados en el sistema nervioso
y 6rganos endocrinos de crustaceos, al menos por inmunorreactividad, son
gastrina y colesistoquinina, insulina, sustancia P y calcitonina (Fingerman,
1993).

Se han descripto neuropéptidos de crustaceos homoélogos a los de
insectos, como alostotatinas (Duve, 1997), FLRFamidas (Mercier, 1993),
péptido cardioactivo de crustaceos, RPCH, proctolina, hormona dispersante
de pigmento, y péptidos relacionados con taquiquininas (Beltz, 1988).
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1.8 Neurohormonas y osmorrequlacion en cangrejos

Los cangrejos, al igual que otros crustaceos, han conquistado una gran
variedad de habitats, por lo que les ha sido fundamental “solucionar’
problernas de osmorregulaciéon para ocupar condiciones ambientales tan
dispares. La mayoria de estos animales pueden ser clasificados en
osmorreguladores y osmoconformadores; los primeros soportan ambientes
tanto hipo como hiperosmoéticos con respecto a su medio interno y son
denominados hipo-hiperreguladores. Aquéllos que mantienen su medio
interno hiperosmoético con respecto al medio externo, poseen vanos
mecanismos que limitan la entrada de agua y pérdida de iones (Mantel,
1983). Estas capacidades se pueden ver alteradas por vanos factores, e.g.
diferentes estadios de sus ciclos de vida, épocas del afio, temperatura. Uno
de los principales tejidos efectores involucrados en estos procesos son las
branquias y, en particular, las dos branquias posteriores constituyen un
6rgano blanco de varias hormonas que intervienen en el balance hidrico
(Pequex, 1995). Muchos cangrejos son capaces de soportar grandes
diferencias de salinidad con respecto a su medio interno y, con tiempos de
adaptacion que parecen ser de horas a pocos dias (Santos, 1999).

El estudio del control hormonal en el balance hidromineral no ha sido
frecuentemente abordado en crustaceos. Varios factores sintetizados en el
cerebro y ganglio toracico afectan la permeabilidad e incorporacién de sodio
desde las branquias (Kamemoto, 1991). Los efectos producidos por la
ablacion de los pedidnculos oculares indican que algun factor liberado en
éstos lugares controla el influjo de sodio a la hemolinfa (Mc Namara, 1990),
habiéndose demostrado, ademas, que inyecciones de extractos de glandula
del seno incrementan la presion osmoética en la langosta de rio (Eckhardt,
1995) . Por otro lado, los 6rganos pericardicos aumentan el influjo de sodio
desde las branquias hacia la hemolinfa a través de la liberacion de dopamina
y octoparnina hacia la circulaciéon (Kamemoto, 1975). Se ha sostenido que los
cambios en la frecuencia cardiaca, producidos como respuesta a un cambio

en la osmolandad externa, pueden ser parte de las adaptaciones a estas
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alteraciones, inducidos quiza, por hormonas cardioexcitadoras (Hume, 1976;
Mc Gaw, 1998).

1.9 El sistema de las angiotensinas

1.9.1 Historia del sistema renina-angiotensinas

Hace 101 arios, Tiegerstedt y Bergman encontraron que extractos de
riién contenian una sustancia presora que denominaron renina. Ese
descubrimiento tenia importancia en el problema de hipertension arterial y su
relacién con disfunciones renales. Los grupos a cargo de Braun-Menendez y
Page descnbieron, en los afios 40, que la renina es una enzima que tiene
como substrato una proteina plasmatica que forma la sustancia presora, a la
que se denominé “hipertensina” por el grupo argentino y “angiotonin” por el
estadounidense. Luego de muchos afios se las renombré, llamandose
angiotensina a la sustancia presora y angiotensinbgeno al sustrato
plasmatico. Mas tarde se comenzaron a esbozar mejor sus componentes y
se describieron el precursor, angiotensina | (ANG 1), y el octapéptido activo
angiotensina |l (ANG Il). Luego, entre los afos 50’ y 60’ se describié al
sistema renina-angiotensina como un mecanismo para estimular tanto la
sintesis como la secrecion de aldosterona. De este modo, desde hace
aproximadamente 50 afios, el sistema renina-angiotensina (SRA) sistémico
con uno de sus efectores, ANG Il, se conoce como uno de los sistemas
endoécrinos mas importantes en la regulacién de la presion arterial y la
homeostasis de fluidos corporales en mamiferos (Skeggs, 1984).

1.9.2 Cascada de eventos

La cascada de eventos que generan los péptidos activos de este sistema
puede describirse de la siguiente manera: una vez liberada y activada, la
aspartil-proteasa renina, cliva al tetradecapéptido precursor, el
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angiotensinégeno, originando el decapéptido angiotensina I, al que no se le
conocen acciones biolégicas. Este péptido es clivado por la enzima
convertidora de angiotensina (ECA; E.C 3.4.15.1) generando un potente
vasoconstrictor humoral, el octapéptido ANG IlI. ECA es una metalloproteinasa
dependiente de Zinc que hidroliza el dipétido His-Leu para formar ANG I
(Fabris, 1990). Esta enzima, que no es especifica para este sistema, cliva
dipéptidos de diversos sustratos que tienen grupos craboxi terminales libres.
Esta presente en varios tejidos de vertebrados, con altas concentraciones en
las membranas del endotelio arterial del pulmén (Lipke, 1988). Varios son los
sustratos conocidos de esta enzima y entre ellos es de destacar al robusto
vasodilatador perifénco bradicinina que es inactivado por ECA (Linz, 1992). El

angiotensinégeno es una abundante ap-globulina sérica cuya porcion amino

terminal es clivada y genera ANG |. Consiste de una proteina de 452
aminoacidos y es sintetizado como preangiotensinégeno principalmente en
higado, niién y SNC. (Campbell, 1986). La sintesis de angiotensinégeno es
estimulada por varias hormonas como ANG IlI, glucocorticoides y TRH entre
otras (Ben-Ari, 1988). Dado que la concentracion de ANG Il plasmatica es
modificada por los niveles de sintesis de angiotensinégeno (Tanimoto, 1994),
no es entonces sorprendente que un elevado nivel de sintesis del precursor
haya sido asociado a algunos tipos de hipertension esencial (Hata, 1994).

Formacién de otros ligandos angiotensinérgicos:

Una vez formada la ANG Il es convertida a angiotensina lil (ANG Ill) por
la aminopeptidasa A, o por actividades semejantes a esta enzima, que cliva el
residuo aspartil (Healey, 1993). La via catalitica de metabolitos activos contintia
con el clivaje mediado por aminopeptidasa N para formar angiotensina IV
(ANG V). Una serie de endopeptidasas, como por ejemplo quimiotripsina, son
capaces de clivar los residuos valina, tirosina e isoleucina reduciendo asi ANG

IV a fragmentos peptidicos y/o a sus aminoacidos constituyentes (Johnston,
1990). Fig. 4.1.
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Por otra parte angiotensina 1l (1-7) es formada por carboxipeptidasa P
que cliva el residuo fenilalanina de ANG Il. Angiotensina Il (1-7) es convertida a
Angiotensina |l (2-7) por aminopeptidasa A (De Silva, 1988). Ademas de estas
vias de formacion de angiotensinas existen otras alternativas como la formaciéon
de ANG Ill independiente de ANG Il asi como también la conversién del
angiotensinégeno a ANG | y ANG |l independiente de renina (Dzau, 1993).

1.9.3 Acciones clasicas del SRA

Dos péptidos, el factor natriurético atnal y ANG Il juegan papeles
preponderantes en el mantenimiento de fluidos corporales. Desviaciones del
balance de fluidos inducen la liberacion de ANP y ANG Il en direcciones

opuestas. ANG Il es la principal hormona de la hipovolemia que se dispara

cuando el volumen sanguineo disminuye. En este aspecto, la liberacion de
renina desde el riidn, que es el mayor precursor de la renina circulante, se
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estimula tanto por una caida de la resistencia penférica como por una
disminucion de la presion arterial (hemorragias, dietas pobres en sodio, etc.).

Un aumento transiente en los niveles circulantes de ANG |l causan
vasoconstriccion y eventualmente hipertensién. Estos efectos presores
rapidos se deben a un incremento en la resistencia perifénca conjuntamente
con un aumento en la liberacion de catecolaminas de la médula adrenal, el
aumento y la sensibilizacién de los componentes noradrenérgicos simpaticos.
Sin embargo se considera desde hace ya muchos arios, que los efectos
hemodinamicos mas importantes del RAS se dan a largo término. Estos se
producen por un incremento en la liberacién de aldosterona de la corteza
adrenal, un incremento en la reabsorcion de Na renal mediada por una mayor
vasoconstriccion renal y un incremento en la transmisién noradrenérgica en
este érgano. La participacion del SNC en estos efectos se discutird mas
adelante.

Una importante accion de este sistema es su participacion en el
remodelado vascular y cardiaco. Sus efectos incluyen aumentos en migracién
celular, sintesis de proteinas de la matriz extracelular e hipertrofia.

Dado el desarrollo del conocimiento de este sistema, el SRA fue
considerado en un principio como un sistema exclusivamente endécrino. Esta
concepcidn fue cuestionada por primera vez, en 1968 por el Laboratorio de
Sustancias Vasoactivas del 1.I.M. Alfredo Lanari donde mostraron que
glomérulos aislados eran capaces de producir ANG | y ANG |l a partir de
angiotensinogeno local (Finkielman, 1969) y, ademas, en el cerebro de ratas
se detectaba la presencia de ANG | a pesar de que éstas estaban
nefrectornizadas (Fischer-Ferraro, 1971). Mas tarde, se describié por primera
vez la existencia de un RAS independiente en el cerebro (Nahmod, 1976). Asi
comenzd a surgir la nocién que, ademas del SRA circulante, este sistema
existiria, generado y regulado de manera parcial o totalmente independiente,
en diversos tejidos (Kato, 1993; Danser, 1994). Hoy es ampliamente
aceptado que hay SRA totaimente independientes del circulante, o
intrinsecos, que actian al menos paracrinamente, como los existentes en
cerebro, corazén, glandula adrenal, paredes vasculares, higado, rifién,
ovanos y testiculos entre otros (Srnia, 1997; Phillips, 1993; Harris, 1996).
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1.9.4 Receptores de angiotensinas:

Los receptores que intervienen en la multiplicidad de efectos endécrinos,
paracrinos, autocrinos e intracrinos de las angiotensinas sobre virtuaimente
todos los sistemas celulares y tisulares estan hoy bastante bien definidos en
mamiferos. Las acciones de ANG Il y ANG Ill son ejercidas mediante una
familia de receptores especificos que han sido disecados mediante analogos
peptidicos con efectos antagonistas (Peach, 1977). Uno de los mas potentes es
la saralasina (Sar1-lle8-ANG Il) que, como todos los antagonistas de este tipo,
tiene una vida media relativamente corta en los fluidos corporales (Page, 1974).
El desarrolio de antagonistas de receptores no peptidicos ha facilitado la
identificacion de subtipos de receptores en ratas, ratones y humanos para
angiotensinas; describiéndose los subtipos de receptores para ANG Il de
vertebrados designados como AT1y AT2 (Bumpus, 1991). Los receptores AT1
presentan una alta afinidad por el losartan (y los derivados relacionados) y una
afinidad baja por PD 123177. En contraste, el receptor AT2 tiene una afinidad
alta por PD 123177 pero una afinidad baja por el losartan (DUP) (Timmermans,
1993). La mayoria de las acciones fisiolégicas de ANG Il son mediadas por
AT1. Ambos subtipos son miembros de la familia de receptores que poseen una
estructura de siete dominios transmembrana y estan acoplados a sistemas
efectores mediante la regulacion de proteinas que son activadas por la union de
GTP, proteinas tipo G (Timmermans, 1993). La mayoria de los AT1 descriptos
(AT1a y AT1b en roedores) estan acoplado a G, resultando la activacion del
mismo en un aumento de fosfolipasas (PLC-B, PLD y PLA,), liberacién de IP3,
diacil glicerol y acido araquidénico, alterando la conductividad para el calcio y
activando una isoforma de PKC (Hunyady, 1994; Misery, 1998; Kai, 1998). En
algunos casos, la Gi, modula los niveles de AMPc alterando de esta manera la
fosforilacion de proteinas claves y contribuyendo al efecto biolégico final
(Timmermans, 1993). Por otra parte, aunque los datos son controvertidos
respecto a AT2, éste también parece estar acoplado a proteina G vy
probablemente muchos de sus efectos estén mediados por bradicinina (Gohlke,

1998). Mientras que la homologia de los receptores AT1 entre especies es muy
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alta, los receptores AT1 y AT2 tienen una homologia pequefia, sélo 32% de
identidad de aminoacidos (Misery, 1998) (Fig. 4.4.1).

Ademas de los receptores para ANG |l, AT1 y AT2, que reconocen

también ANG Il y otros fragmentos activos de estos péptidos, existen
receptores especificos para angiotensina IV (ANG 1V), un metabolito activo de
este sistema que no se une a AT2 y AT3, pero si a sitios especificos

denominados AT4. Receptores de este tipo se describieron en varios tejidos de

vertebrados. e. g. rifién, corazédn y diversas areas cerebrales. Concemiente a

este receptor, se conoce muy poco acerca de su estructura y las sefiales

intracelulares que se disparan luego de su activaciéon. Hace poco tiempo se ha
desarrollado antagonistas especificos para este receptor. e. g. Dival (Wright,
1997) (Fig. 4. 4.1).

Losartan

PD123177

Saralasina

Dival

Fig. 4.4.1: Esquema de receptores de angiotensinas en vertebrados y los antagonistas (en
verde) que se usaran a lo largo de esta tesis

1.9.5 Regulacion de funciones celulares

Como se indicoé previamente, la ANG |l causa vasoconstriccion de la

musculatura lisa y tiene efectos ionotropicos positivos en musculo cardiaco
dependientes en parte de calcio. Desde hace relativamente poco tiempo se

sabe que

las angiotensinas

actuan como factores de crecimiento,
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especialmente en células vasculares, cardiacas, adrenomedulares y neuronales
(Kanashiro, 1995; Okuda, 1996; Morga, 1996). Promueve la sintesis de
proteinas mediante la induccion de la via RAS/RAF/MAP-kinasa (Eguchi, 1999),
de c-fos y c-jun (Bhat, 1994) con el consiguiente aumento en la actividad
trasncripcional del complejo AP-1, ademas de otros factores de transcripcion,
e.g. NFkappa-B (Han, 1999). También, al igual que muchos neuropéptidos,
incrementa los niveles intracelulares de fosforilacion en tirosinas (Marrero,
1998).

Todos estos efectos estan mediados por AT1 y, resulta interesante de
recalcar que, para AT2 se han descripto efectos inhibitorios sobre el crecimiento
celular, actuando asi en contra de los efectos mediados por AT1 probablemente
debidos a una disminucion de la actividad MAP-kinasa (Nakajima, 1995). Mas
aun, se conoce que ANG |l estimula la expresién de factores de crecimiento y
diferenciacion celular. Por otra parte se conoce que el oncogen mas codifica
para un receptor de ANG II, convirtiendo a ésta en un factor mitogénico
(Bunnemann, 1992). El hecho que el RAS esté marcadamente aumentado
durante el desarrollo y que la expresion de receptores AT1 y AT2 cambie
dramaticamente durante la evolucién fetal y postparto, ha llevado a especular
que el sistema tiene un papel central en los procesos de maduracién y
diferenciacion celular (Wilkes, 1985).

Ademas de estos subtipos de receptores, se ha descripto un receptor
especifico para ANG 1V, llamado AT4 y cuya cascada de segundos mensajeros
se desconoce (Wright, 1995).

1.9.6 Sistema Renina Angiotensina Central

Presencia y funcionalidad del sistema renina angiotensina central

La primera descripcién acerca de la presencia, y funcionalidad, del RAS
central comienza con estudios hechos en el |.IM.A.Lanan donde Nahmod,
Goldstein, Finkelman y Ferraro describieron la presencia de renina y
angiotensina en diversas areas del SNC canino (Fischer-Ferraro, 1971;
Nahmod, 1972, 1976) y, como dijimos anteriormente, plantearon por primera

vez que el RAS, ademas de ejercer sus acciones cardiovasculares y
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hemodinamicas mediante ANG |l sérica, también lo hacia de manera
independiente, o intrinseca, en diversos tejidos donde su sintesis y regulacién
es completamente local. Los precursores y las enzimas necesanas para la
formacion y metabolismo de las formas fisiologicamente activas de
angiotensinas han sido localizados en el CNS (Richoux, 1988, Ganten, 1977,
Fuxe, 1980) tanto como varios subtipos de receptores angiotensinérgicos. La
demostracion de que el SNC es capaz de sintetizar tanto renina como el
precursor angiotensinégeno han provisto de las pruebas finales de la existencia
de un RAS central independiente (Stometta, 1988). La nocién que las
angiotensinas activas actian como verdaderos mensajeros quimicos
(neurotransmisores) en el SNC es hoy aceptada (Ferguson, 1998).

La presencia de renina, mediante hibridizacion in situ e
inmunocitoquimica, ha sido descripta en varias areas, e.g. corteza frontal,
amigdala, hipotalamo (Fuxe, 1980). En cuanto al precursor, niveles
relativamente altos de mMRNA de angiotensinégeno se encuentran en
hipotalamo, cerebro medio, entre otras areas a (Lynch, 1987). Mientras que los
analisis por hibridizacion in situ demostraron que la gran mayoria del precursor
es sintetizado en astrocitos (Stomnetta, 1988), estudios usando diferentes
anticuerpos muestran que este péptido se encuentra tanto en astrocitos como
en neuronas, e.g. en area predptica, formacidon hipocampal, corteza
amigdaloide, hipotalamo, 6rganos circumventriculares (OCVs) (Bunnemann,
1991).

Las dos principales vias angiotensinérgicas reveladas por
inmunohistoquimica contra los diferentes péptidos del sistema son: el cerebro
anterior que conecta los érganos circunventriculares hacia el nucleo preéptico
medial, nucleo paraventnicular y nicleo supradptico y la via que conecta
principalmente el hipotalamo con la médula oblongata y espina dorsal
(Bunemman, 1991). Se han descripto, en estas areas, fibras y/o cuerpos
neuronales inmunorreactivos. La localizacion de subtipos de receptores de la
angiotensinas AT1, AT2 y AT4, en cerebro de mamiferos, ha sido revisada en
diversas oportunidades (Wright, 1997; Lenkei, 1997).

La distribucién de todos los componentes de RAS, esta en concordancia
con las funciones de las estructuras donde se encuentran y las funciones

fisiologicas “clasicas” atribuidas, especialmente a la estimulacion de receptores
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AT1 centrales: balance hidrico, regulacién cardiovascular e influencias sobre
cambios hormonales y comportamentales asociados a procesos reproductivos y
memoria.

El compendio de acciones centrales que ejercen las angiotensinas es:

e Aumento de la presion arterial.

e Estimulacién de la ingesta de agua.

e Estimulacion de la ingesta de sal (halofilia)

e Liberacion de: vasopresina, factor liberador de cortisol, ACTH y

prolactina

e Estimulacién de la sintesis de serotonina

e Liberacion de acetilcolina, norepinefrina y serotonina.

e Alteracion de estados de humor

e Aumento de actividades exploratorias

e Inhibicién de conductas sexuales

¢ Analgesia mediada por opiodes

e Altera procesos de memoria

Todas estas acciones del SRA central no son independientes del
sistémico. Las angiotensinas circulantes influyen las acciones centrales de las
mismas a través de receptores ubicados en los OCVs, que estan muy
vasculanzados y poseen una barrera hematoencefalica reducida, permitiendo el
pasaje de hormonas a areas cerebrales que estan localizadas cerca de los
ventriculos cerebrales (McKinley, 1998). Uno de los aspectos destacables
acerca del SRA central es que, al igual que vanos sistemas neuropeptidérgicos,
no existe en muchas areas una colocalizacion de todos los componentes de
éste sistema en un mismo tipo celular. Por ejemplo es evidente la ausencia de
precursor en muchas células inmunopositivas para angiotensinas y la falta de
co-localizaciéon de receptores y péptidos neuroactivos. La hipétesis formulada
por Fuxe, tomando a varios neuropéptidos como modelo, sugiere la captacion
del precursor por neuronas y el procesamiento extra o intracelular para generar
los metabolitos activos del sistema (Bunnemann, 1991). Muchas de estas
células también son capaces de endocitar ANG Il y degradarla a ANG IV o ANG
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II(1-7) (Ganong, 1994). Si estos procesos tienen un significado fisiolégico o son
caminos meramente degradativos es algo que ain queda por decidir.

Angiotensinas centrales y el control del balance hidrico y cardiovascular

En términos de integracion fisiolégica en vertebrados, las funciones
centradas en el hipotalamo tienen un papel crucial en la integracion de los
sistemas fisiologicos que controlaran el milieu interior. Estos procesos
hipotalamicos, e.g. conservacion de agua y sed, incluyen entre otros, el control
de comportamientos ingestivos, funciones cognitivas y control de procesos
excretores, tendientes a corregir deficiencias corporales. Junto con la
emergencia filogenética, en vertebrados, de apetitos por agua y sal,
aparecieron capacidades regulatonas para activar la busqueda y obtencién de
sustancias de las cuales el animal esta en deficiencia (Denton, 1996).

Las alteraciones en presion osmética, presion artenal y contenido idnico
de los fluidos corporales, censadas tanto a través de areas hipotalamicas como
extra craneales, disparan diversos mecanismos fisiolégicos implicados en la
sed y apetitos especificos. Concretamente, ANG Il parece estar involucrada en
la génesis de la sed o, al menos, es un neurotransmisor en las redes
neuronales de esta sensaciéon, ademas de ser un estimulo poderoso en
vertebrados que toman agua. Cuando se inyecta ANG li directamente en las
areas sensibles del cerebro, se produce un aumento inmediato en la toma de
agua, seguida por un aumento mas lento en ingesta de sodio. Las cantidades
de liquido ingeridas luego de los primeros minutos de la inyeccion del péptido,
pueden exceder lo que el animal beberia espontaneamente en el curso de sus
actividades normales en 24 h (Simpson, 1973). Este efecto es razonablemente
independiente de la respuesta presora (Lind, 1982). El aumento provocado por
las angiotensinas en la ingesta de sodio aparece mas lentamente pero es mas
persistente. Todos estos efectos son bloqueados por la infusién de antagonistas
de AT1 (Mathai, 1998).

Los aumentos en ANG Il circulante tienen efectos similares sobre la

ingesta de agua, aunque pueden ser confundidos en parte con el incremento de
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la presién sanguinea. Existen numerosas evidencias que el RAS enddgeno
renal puede generar bastante ANG |l circulante como para provocar sernsacion
de sed (Weisinger, 1997). Varias de las areas que componen los OCVs,
proporcionan los sustratos neuroanatémicos para los efectos de ANG Il y ANG
Il sobre sed, apetito de sodio, y control cardiovascular. Ademas, estas areas
poseen extensas conexiones con el hipotalamo, el sistema limbico y el tronco
cerebral (Olfield, 1995). Se considera que las angiotensinas endégenas actdan
como verdaderos neurotransmisores o como neuromoduladores en las redes
neuronales a través de las cuales la ANG |l circulante ejerce efectos centrales
(Jhamandas, 1989, Jhamandas, 1989, Ferguson, 1996; Bains, 1995).
Asimismo, varios grupos de neuronas cuyos somas contienen ANG Il en el
hipotalamo, regulan la liberacion de hormonas hipofisiarias (Phillips, 1987,
Franci, 1997; Veltmar, 1992, Lenkei, 1999), entre ellas la vasopresina.

Las reconocidas influencias de las angiotensinas centrales sobre la
resistencia vascular son ejercidas tanto por la estimulacién del sistema nervioso
simpatico como por una estimulacion en Ia liberacién de vasopresina (Wright,
1992).

La mayoria de estos efectos parecen estar mediados por el receptor AT1
y hay suficientes razones para creer que el verdadero ligando endégeno de
estos efectos no sea ANG Il sino ANG il (Wright, 1997; Fitzsimons, 1998).

Dados los muchos casos de separacion anatomica entre los sitios de
produccion de angiotensinas y la ubicacion de los receptores especificos, se ha
considerado que estos neuropéptidos pueden actuar como agentes paracrinos
a una distancia no sinaptica de su lugar de liberacion. Las desigualdades
anatémicas entre los sitios de produccién y receptores son menos evidentes en
sistema limbico y estructuras del tallo cerebral, responsables, en parte, de la
homeostasis de fluidos corporales y del control de la presidon sanguinea. Las
estructuras limbicas son ricas en otros péptidos neuroactivos, algunos de los
cuales tienen efectos poderosos en la ingesta de agua. Ellos y muchos
neurotransmisores clasicos no peptidicos pueden actuar reciprocamente con
ANG |l aumentando o inhibiendo la conducta de beber (Fitzsimons, 1998).

En conclusion, dado que la inmunorreactividad para ANG |l y receptores
se distribuye ampliamente en el SNC, es improbable que este péptido pueda
tener un papel circunscripto a los efectos de la ANG |l circulante. Los péptidos
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angiotensinérgicos activos generados a partir de los precursores cerebrales
pueden alterar significativamente diversos procesos como diferenciacion
celular, regeneracion, remodelado neuronal y aprendizaje y memoria. Por
ello, Fitzsimons (Fitzsimons, 1998), considera que una de las cuestiones mas
atractivas con respecto al papel principal de la ANG I1l, es determinar la
modalidad de su accion. Propone tres modalidades de accion: a) como una
hormona que es disparada en casos de hipovolemia y que participa en el
mantenimiento del volumen sanguineo, b) como un neurotransmisor o agente
paracrino con un papel privilegiado en las vias nerviosas que estan
involucradas en sed y apetito de sodio, ¢) como un organizador neuronal
involucrado especialmente en el apetito de sodio.

Los efectos del SRA centrales en la homeostasis de fluidos corporales
parecen estar representados en todos los vertebrados. Uno de los modelos mas
atractivos donde este sistema se ha estudiado, es el de peces que cambian de
habitats con diferentes condiciones de salinidad. En efecto, se ha demostrado
en peces teledsteos que el SRA esta involucrado en el mantenimiento de la
presion artenal y el volumen sanguineo cuando estos animales migran entre
ambientes de agua dulce y agua marina (Wilson, 1984). Una de sus principales
acciones es regular la sed durante estos cambios, promoviendo la ingesta de
agua en estos peces eurihalinos (Takei, 1979) y es aun mas potente en peces
adaptados a agua de mar (Balment, 1985). La distribucién central de ANG |l en
peces es similar a la de roedores. Los niveles de ANG Il en peces mantenidos
en agua de mar son altos comparados con aquélios que estan adaptados a
aguas salobres. Los cambios en nivel del péptido parecen ser principaimente
hipotalamicos (Galli, 1996). La interaccion de ANG |l y la hormona liberadora
de corticotrofina (CRH) que se ha visto en mamiferos también esta presente en
peces (Keller-Wood, 1986; Hirano, 1978). Este efecto, mas la capacidad de
ANG Il de incrementar la ingesta de agua, forman parte de uno de los
mecanismos adaptativos basicos para la aclimatacion al agua de mar (Fuentes,
1997). Galli y Phillips (Galli, 1996) plantean la posibilidad de un mecanismo de
ying y yang entre los niveles centrales de factor natriurético atrial en y la ANG li
en peces y mamiferos. También se ha demostrado en anfibios que los
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componentes del RAS tienen una funcién dipsogénica a ambos lados de la
barrera hematoencefalica (Hillaryd, 1998).

Otra funcion atribuida a las angiotensinas centrales en mamiferos es
desempefiar un activo papel en el desarrollo del comportamiento sexual y la
regulacién ciclica de hormonas reproductivas (Saavedra, 1992). Las
angiotensinas estimulan en ratas prefadas la liberacién de LH y LHRH, entre
otras hormonas sexuales, (Sernia,1997) inhiben el comportamiento copulatorio
de machos (Clark, 1989) y estimulan la ovulacion de las hembras (Pellicer,
1988; Yoshimura, 1997). Esta clase de efectos también parece encontrarse en
insectos donde ANG |l estimula la produccién de hormonas sexuales en
testiculos de insectos (Loeb, 1998).

1.9.7 El sistema Renina-Angiotensina en invertebrados

Antes de 1992, poco era conocido acerca de este péptido en
invertebrados, excepto en sanguijuelas. En este grupo de anélidos, el medio
interno de las especies de agua dulce es hipertonico con respecto a su entorno,
lo cual lleva a un constante infiujo de agua que es compensado por la actividad
de los nefridios. El grupo de Salzet (Salzet, 1992) descnbié que ANG || ejerce
un efecto diurético en sanguijuelas y, ademas, caractenzé un péptido central
bioquimicamente semejante a ANG 1l (Salzet, 1993) [En vertebrados se conoce
que ANG Il puede tener efectos diuréticos o antidiuréticos dependiendo de las
dosis administradas (Gray, 1989)]. En 1995, se secuenci6 ese péptido central
endégeno y se caracteriz6 como ANG Il amida, siendo el primer trabajo sobre
algan componente de este sistema en invertebrados y, sorprendentemente, el
primer trabajo donde se caractenzé completamente a un péptido de esta familia
aislado del SNC en todo el reino animal (Laurent, 1995a). El precursor es de 19
kDa (en mamiferos es de 60 kDa) y parece ser un precursor de vanas
hormonas, hecho tipico en invertebrados (De Loff, 1990). La siguiente tabla
(4.1), reconstruida sobre la base de datos de este mismo grupo (Laurent,

1995a), sugiere fuertemente que este sistema central aparecié tempranamente
en la evolucion.
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Tabla 4.1

Mamiferos;

Humana NH,-Asp-Arg-Val-tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH

Aves:

Gaviota NH,-Asp-Arg-Val-tyr-Val-His-Pro-Phe-Ser-Leu-COOH
Reptiles:

Tortuga NH,-Asp-Arg-Val-tyr-Val-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH
Peces:

Salmén NH,-Asp-Arg-Val-tyr- Val -His-Pro-Phe-Asn-Leu-COOH
Anélidos:

Sanguijuela |NH,-Asp-Arg-Val-tyr-lle-His-Pro-Phe-His-Leu-COOH

El péptido descripto en sanguijuelas es ANG ll-amida, que difiere del de
vertebrados por una amidaciéon carboxy-terminal y es 100 veces mas potente
que ANG Il en su efecto diurético luego de alimentarse los animales con sangre
(Laurent, 1995a). Esta ingesta produce un aumento en la cantidad de péptido
similar a ANG |I (Salzet, 1992) y ademas esta diurésis es similar a la que
ocurre en insectos hematéfogos luego de la alimentacion. La existencia de
ANG ll-amida sugiere que en esta especie el precursor posee una glicina en la
posicion 9 en lugar de histidina como en vertebrados y esta amida proviene de
la actividad enzimatica de un sistema de a-amidacion (Salzet, 1995).

Estos resultados junto con la descripcién de actividades bioquimicas
similares a la renina (Salzet, 1997; Laurent 1995b, 1995c) y a la enzima
convertidora de angiotensinas (ECA), involucradas en la hidrélisis de ANG | y
bradicinina (Laurent, 1996a, 1996b) en este animal, sugieren la existencia de
un RAS completo en sanguijuelas (Laurent, 1998).

En poliquetos la caractenzacion inmunolégica de péptidos
relacionados con ANG |, ANG Ii y oxitocina (OT) se detecté en el cerebro y el
cordén del nervio ventral asi como en pericardio y estructuras periféricas
(nervios penféricos, células del epitelial, intestino y nefridios). Ademas, ambos

péptidos aparecen involucrados en procesos osmorregulatorios de esta
especie (Fewou, 1995).
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Otro importante dato para tratar de evaluar el papel de las
angiotensinas en la homeostasis de fluidos en invertebrados surge de la
observacion que ANG Il esta involucrada también en la ingesta de agua en
Limax maximus (Makra, 1985).

Por otra parte, se han detectado neuronas con inmunorreactividad
similar al angiotensinégeno en neuronas de ganglio cerebral de Aplysia
californica, en neuropilos del mismo ganglio y en los ganglios pedal y pleural
(Gonzales, 1995).

Un parrafo especial para la ECA en invertebrados

Este apartado especial se debe al interés que ha despertado en los
Ultimos afios esta enzima clave en el procesamiento de péptidos en
invertebrados.

Las quimasas son una familia de serino-proteasas que estan
involucradas en diversas funciones celulares, entre ellas el procesamiento de
hormonas. Todas tienen en comun un parecido con la quimiotripsina:
hidrolizan péptidos en el extremo carboxi-terminal de amino acidos con
residuos aromaticos hidrofébicos (Kinoshita, 1991). La actividad formadora de
ANG |l es el estado mas primitivo de las quimasas y su especificidad, esto es
la capacidad de formar ANG Ii sin degradaria postenormente, surgié o ya
estaba presente en los primeros vertebrados (Unnikirishnan, 1996).

En Drosophila ha sido bien caracterizado el gen Race (gen relacionado
a ECA). El mismo se expresa en distintos estadios embrionarios y codifica
una proteasa de secrecion con un 42% de identidad con ECA de mamiferos
(Cornell, 1995). En ella existen grandes regiones bien conservadas que
contienen los dominios del sitio de union a Zinc y el centro con actividad
catalitica proteasa. La mutacién de este gen conduce a larvas normales pero
es letal durante el estadio de pupacion y, ademds, las combinaciones
heteroalélicas conducen a machos estérles (Takei, 1995).

Homélogos de ECA también se han identificado en otros insectos
como Musca domestica y Haematobia irritans exigua donde se han clonado y

caracterizado Dbioquimicamente (Wijffels, 1996, Lamango, 1997). La



4]

localizacion de ECA en el sistema nervioso central y los 6rganos
reproductores de varias especies de insectos sugiere que esta enzima es de
importancia fisiolégica en estos tejidos (Lamango, 1997). Inmunorreactividad
similar a ECA esta presente en areas de neuropilos del cerebro de todos los
insectos investigados y hace pensar en un papel activo para esta enzima en
el metabolismo de neuropéptidos. En el cerebro de la cucaracha
Leucophaea, la inmunorreactividad a ECA es abundante tanto en el
pernicardio neuronal asi como en los neuropilos. La localizacién de ECA en
células neurosecretonas es consistente con la generacion de hormonas
peptidicas activas. Se encontré6 también inmunorreactividad en los testiculos
de vanos insectos, suginendo un papel importante en la reproduccién
(Schoofs, 1998; Isaac, 1998; Loeb, 1998).

La unica descripcién en crustaceos de algin componente de este
sistema ha sido hecha en el cangrejo azul, Callinectes sapidus. En ella se
describe la presencia de actividad semejante a ECA, con la distribucién en
tejidos y actividades especificas similares a las de vertebrados (Smiley,
1994). La actividad especifica mas alta fue la encontrada en branquias y en
hepatopancreas

1.9.8 Influencia de las angiotensinas sobre procesos de memoria

Una de las cuestiones que mas controvertibles es si las angiotensinas
influyen sobre procesos de memoria.

Rolls (Rolls, 1972) y Graeff (Graeff, 1973) informaron que inyecciones
de ANG Il dadas en el area preédptica lateral y septal, de animales
entrenados en un paradigma operante que les permitia obtener agua
presionando una palanca, hacia que se comportasen como animales privados
de agua por 24 h. Estos trabajos pueden considerarse como el inicio de
muchas investigaciones acerca del efecto de las angiotensinas sobre proceso
de memoria, con resultados muchas veces contradictorios.

Uno de los primeros trabajos mostraron que la administracién
intracerebroventruicular (icv) de renina inmediatamente antes del
entrenamiento en ratas (Koller, 1979) tiene efectos amnésicos. En 1977
Morgan y Routtemberg (Morgan, 1977) presentaron resultados indicando que
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la administracién de ANG |l en el striatum dorsal luego de un entrenamiento
de evitacion pasiva, interrumpe la formacion de la memoria. En ninguno de
estos caso los efectos pudieron verse cuando las sustancias se
administraban varias horas después de las sesiones de entrenamiento.

En estudios posteriores, se demostré que el déficit mnésico producido
por renina es dosis dependiente y la administracion de antagonistas
selectivos para el receptor AT1 atentan el efecto amnésico (De Noble, 1991).

Por otro lado, en pacientes hipertensos tratados con inhibidores de la
ECA (Zubenco, 1984), al igual que en otros mamiferos (Costall, 1990; Flood,
1993), se podian detectar efectos ansioliticos y una mejora en procesos de
memoria aun cuando las funciones colinérgicas eran interferidas (Costall,
1989).

En esta misma linea, Mondadori (Mondadon, 1990) encontré que dos
inhibidores de la ECA administrados antes del entrenamiento disminuyen la
amnesia provocada por un shok eléctrico en varios paradigmas. Es
interesante que en humanos, altos niveles de ECA (debido a un alelo
particular en el locus del gen para esta enzima) se correlacionan con un
déficit en la memoria (Amouyel, 1996). Es importante advertir aqui que todos
los efectos inducidos por inhibidores de ECA son dificiles de evaluar en
cuanto a su especificidad, ya que esta enzima interviene en las rutas
metabodlicas de otros péptidos neuroactivos, tales como bradicinina,
Sustancia P, encefalina, colesistoquinina y neurotensina.

Se ha descripto que ANG il y ANG 1V excitan neuronas hipocampales
y, el primero inhibe la Potenciacién a Largo Término (LTP) en este area, efecto
mediado por receptores AT1 (Alberch, 1997). Este mismo subtipo de receptor
es el que interviene en la inhibicién de LTP producida por etanol y diazepam,
cuyos efectos son atribuidos por algunos investigadores a la liberacion
presinaptica de ANG |l de las aferencias hipotalamicas laterales que proyectan
directamente al giro dentado (Wayner, 19972, 1997b).

Se vio en ratones que un antagonista para AT1, losartan, posee una
actividad anxiolitica (Barnes, 1990). Sin embargo, en otro trabajo donde se
usan dos modelos de ansiedad y dos de memoria de trabajo en ratas y
ratones, ademas de un test con refuerzo en un laberinto, se muestran que
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tanto antagonistas AT1 como AT2 no modifican los niveles de ansiedad ni de
memoria de trabajo, aun cuando se use escopolamina como modelo amnésico
(Shepherd, 1996).

Se han descripto para angiotensinas efectos facilitadores sobre
aprendizaje y memoria. El primer antecedente data de 1983 (Baranoska, 1983),
donde se encontr6 que 1nmol de ANG Il dado ICV aumenta la tasa de
adquisicién en una respuesta de evitacién condicionada en ratas. Este efecto
persiste por varios dias, es dosis-dependiente y altas dosis de este péptido no
son capaces de mejorar el aprendizaje, mostrando asi una relacién dosis-
respuesta con forma de U invertida tipica para la accién de muchos
neuropéptidos (Kovacs, 1994a).

Se demostré también que el antagonista de ANG Il sarile (Sar-1, lle-8
ANG ), facilita el aprendizaje de este paradigma de manera similar a ANG |l
Basados en estos estudios, se sugirid6 que el efecto facilitador de la ANG |l
dependia de la secuencia de aminoacidos 3-7 (Brasko, 1991). El mismo
tratamiento mostr6 efecto facilitador de la memoria en un laberinto en T cuando
era administrado inmediatamente después del entrenamiento pero no antes de
la sesion de evaluacion (Braszko, 1988b; Braszko, 1987). El grupo de Braszko
mostré que la inhibicion de receptores AT1 por losartan eliminaba los efectos
facilitadores de ANG |l y ANG 1I(3-7) en un aprendizaje de evitacion pasiva,
mientras que un antagonista para AT2 lo hace solo parcialmente (Braszko,
1996). Estos autores describieron también que ninguno de estos antagonistas
tiene, por si mismo, efectos mnésicos. Mediante el uso de una respuesta de
condicionamiento activo, donde el animal deba moverse de un compartimento
al otro con el fin de evitar un choque eléctrico. Braszko et. al. (Braszko, 1996)
encontraron que un antagonista de AT1 (losartan) revertia el efecto facilitador
de ANG Il y ANG II(3-7), pero no con antagonistas para AT2. En un tercer
paradigma (reconocimiento de un objeto nuevo), ANG Il y ANG 1I(3-7) causaban
un aumento en el tiempo de reconocimiento, el que era revertido antagonistas
para AT1y AT2 (Braszko, 1997; Braszko, 1996; Kulakowska, 1996).

Sélo los péptidos que contienen la secuencia ANG 11(3-7) son capaces
de generar los efectos comportamentales descniptos (Braszko, 1996; Holly,
1992). Esos péptidos modulan el sistema dopaminérgico central, que es clave
en procesos cognitivos, como lo demuestra el hecho que los efectos de
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facilitadores de ANG II en paradigmas de evitaciébn activa y pasiva son
eliminados por el tratamiento con 6-ODHA en la amigdala central (Winnika,
1997). De ahi entonces que sea posible especular que la capacidad de los
antagonistas AT1 Y AT2 para bloquear los efectos facilitadores de estos
péptidos, se encuentre unida a la facultad que tienen de revertir los efectos
estereotipicos similares a la dopamina que tienen ANG Il y ANG 1I(3-7). Sin
embargo, Braszko hace notar una contradiccion: mientras que los efectos
comportamentales de ANG |l son menores que los de ANG [I(3-7), la afinidad
de este Ultimo es 10.000 veces menor para AT1 y AT2 que la ANG Il (Braszko,
1996). Ademas, es importante tener en cuenta que el antagonista de AT1,
losartan, también es capaz de blogquear el receptor para taquiquininas NK3 que,
por otra parte, parece estar involucrado en procesos mnésicos probablemente
mediante su capacidad de aumentar la liberacion de acetilcolina (Chertien,
1994).

Aparte de los efectos de angiotensinas mediados por AT1 y AT2,
Braszko describié por primera vez que, al igual que los péptidos que se unen a
estos receptores, ANG IV (que no interacciona con AT1 o AT2) estimula el
comportamiento exploratorio, la evocacién en un aprendizaje de evitacion
pasiva y, facilita la adquisicion de un paradigma de evitacion activa (Braszko,
1988a). Anos después se describid la presencia de receptores AT4 en areas
cerebrales de rata que intervienen en procesos de aprendizaje y memoria
(Wright, 1993; Wright, 1997). Wright confirmé los efectos de ANG IV en
procesos mnésicos y desarrolld un antagonista competitivo de ANG |V,
Divalinal-ANG 1V, que a su vez tiene efectos amnésicos en un paradigma de
evitacion pasiva, pero no afecta la actividad exploratoria (Wright, 1995).

Es importante notar aqui que la ANG |l es un precursor para la formaciéon
de ANG lll, ANG 1i(1-7) y ANG IV. Estos dos ultimos son metabolitos activados
en el SNC y existen evidencias sugierendo que la ANG lll es el ligando primario
del receptor AT1, y que ANG | y ANG Il serian moléculas precursoras (Wright,
1997). Desde este punto de vista, los clasicos analogos peptidicos para AT1
aparecen como analogos de ANG Il protegidos en su parte N-terminal (e.g.
[Sar1, lle8]JANG ).

En sintesis, los grupos de trabajo de Wright y Braszcko, muestran que la

administracion de angiotensinas ICV mejoran procesos de memoria en varios
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paradigmas. Sin embargo, Kovacks y DeWied (Kovaks, 1994a) en su revision
sobre neuropéptidos y memoria de 1994, consideran que la influencia de las
angiotensinas en procesos de aprendizaje y memoria son de poca o escasa
importancia. En efecto, sugieren que la influencia de ANG |l sobre estos
procesos puede ser explicada por la liberacion de otros neuropéptidos,
entendiéndolo entonces como un efecto de segundo orden. Ademas, estos
autores destacan el papel esencial, e indiscutido, que tiene la ANG Il en el
metabolismo hidrico, plantedndose la posibilidad de relacionar sus efectos
mnésicos con la homeostasis del equilibrio hidnico.
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Capitulo 2

Materiales y Métodos
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2.1 Rasgos generales del modelo

2.1.1 Caracteristicas de Chasmagnathus

Se utilizaron animales de entre 2.6-3.0 cm. de ancho de caparazon; el
peso humedo promedio de esta categoria de tamaro, calculado sobre una
muestra de 60 animales era de 15gr + 0.2 (Fig. 2.1).

2.1.2 Lugar de Captura.

El cangrejo eunhalino semiterrestre Chasmagnathus granulata habita la
zona costera desde el sur de Brasil, Uruguay y Argentina, ocupando los bancos
de limo mesolitoral y supralitoral de la zona de transicion de agua dulce y
marina. En nuestro caso, el lugar de captura es en las rias de agua salobre de
San Clemente del Tuyu, Prov. de Buenos Aires, Argentina. La salinidad de
estas aguas se mantiene a lo largo del afio entre 12 y 14%.. Luego de su
captura, los cangrejos son transportados al laboratorio en recipientes
especialmente disenados para impedir el abarrotamiento de los individuos
durante el transporte. Las recolecciones se realizan durante todo el afio a un
intervalo aproximado de 15 a 20 dias.

2.1.3 Cuarto de mantenimiento en el laboratorio.

Durante la permanencia en el laboratorio, los animales son mantenidos
en tanques plasticos (35X48X27 cm) con un fondo de agua 2 cm de
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profundidad y una densidad de 30 animales por tanque. El agua usada en los
tanques de mantenimiento y en los contenedores utilizados en los
experimentos, se prepara con sal marina para acuanios hw-Marimex (Winex-
Alemania), salinidad de 12-14 % y pH 7.4-7.6. Se mantiene un ciclo luz-
oscuridad de 12L:120 (0700-1900 h.). Los animales son alimentados con
alimento balanceado para conejos (Nutrientes SA, Argentina) cada tres dias, y
luego de la alimentacion se les cambia el agua. La temperatura de este cuarto
y del experimental asi como también las zonas de conexion entre ellos son
mantenidas en un rango de 19-22 C°.

2.1.4 Equipo.

Para estudiar la memoria contexto senal (MCS) y la memoria sefial (MS),
se utiliza un dispositivo automatizado que permite al experimentador trabajar
con 40 animales en forma simultanea. La unidad expenmental es el actometro
(Fig. 2.2a), que consta de un recipiente plastico (C) con las paredes concavas y
el piso central circular plano, el cual se cubre con hasta 0.5 cm. de agua. El
recipiente esta suspendido por 3 hilos de un armazén de madera y es
iluminado con una lampara de 10W ubicada a 30 cm por sobre el animal. Una
pantalla rectangular opaca (R) es movida horizontalmente por un motor, sobre
el animal y por arriba de la superficie superior del armazén, produciendo una
respuesta de corrida del cangrejo y consecuentemente vibraciones del
recipiente. Una aguja esta fijada a la base del recipiente y conectada a un
transductor piezoeléctnco (P). Las vibraciones del recipiente inducen senales
eléctricas proporcionales, a través del transductor. Estas sefales son
amplificadas, integradas durante el tiempo de registro y traducidas a una escala
numérica en un rango entre 0-1530, 0-3060 o 04590, dependiendo de la
ganancia del amplificador, antes de ser procesadas por una computadora.
Cada actometro esta separado del otro por paneles de madera, quedando asi
aislados uno de ofro. La computadora es utilizada para programar la secuencia
de ensayos, la duracién del ensayo, el intervalo entre ensayos, asi como para
monitorear los eventos experimentales.
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Fig. 2.2 Actémetro: unidad experimental.

2.1.5 Descripcion del ensayo durante los entrenamientos espaciados.

Un ensayo consiste de dos ciclos de pasajes sucesivos de la pantalla,
(i.e.,, unciclo,de 1a2yde 2 a1, Fig. 2.2b). Cada ciclo dura aproximadamente
4 seg., por lo que el tiempo total es de 9 seg. El ensayo incluye ese movimiento
ciclico, con un doble propésito: primero, obtener una respuesta mas conspicua
mediante la acumulacion de vibraciones del actometro; segundo, aumentar la
posibilidad de que la pantalla ingrese en el campo visual del animal por lados
diferentes, garantizando asi la estimulacion similar para cada individuo
independientemente de la ubicacién del mismo en el actometro. La actividad se
registraba durante todo el ensayo.
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2.1.6 Descripcion de la respuesta de escape

La respuesta de escape (Maldonado, 1997) consiste en la corrida del
cangrejo tratando de dejar atras a la sombra pasante. Dada la marcada
concavidad del recipiente del actémetro, estos movimientos quedan limitados al
piso plano del mismo. Cabe puntualizar dos caracteristicas salientes de esta
respuesta. Primero, comienza inmediatamente después de la entrada del
estimulo en el campo visual, precedida generalmente por un pequefo salto, y
siempre tiene prioridad sobre la actividad previa del animal, ya sea exploracion
o reposo (Komn, 1996). Segundo, el escape es una respuesta direccional, es
decir, el cangrejo tiende a correr en direccion opuesta al movimiento de la
pantalla.

2.2 Experimentos comportamentales

2.2.1 Test de seleccion

Antes de comenzar un experimento, los animales son trasladados desde
el cuarto de mantenimiento al cuarto experimental y sometidos al test de
seleccion: cada cangrejo es dado vuelta apoyandolo sobre su regiéon dorsal y
sblo si el sujeto se reincorpora rapidamente recuperando su postura onginal
son utilizados en el experimento. El fundamento para esta seleccion es que los

sujetos con reaccién lenta suelen morir pocos dias después.

2.2.2 Protocolo experimental.

El protocolo expenmental tipico incluye dos sesiones: la sesion de
entrenamiento y la sesién de evaluacion. La sesion de entrenamiento consiste
en ensayos separados por un intervalo entre ensayos (IEE) (81,171 seg.). La
sesion de evaluacion consta de 2 o 6 ensayos (con |EE iguales a los del
entrenamiento). Durante el intervalo entre sesiones los animales son ubicados
en recipientes individuales con un fondo de agua de 0.5 cm. y guardados en
cajones cor una iluminacién tenue.
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Los cangrejos son distribuidos en pares de grupos, cada par consiste en
un grupo entrenado (TR) y otro control (CT). El TR es entrenado de acuerdo al
protocolo; y el CT, ain cuando permanece durante todo el tiempo de la sesion
de entrenamiento en los actémetros, no se le presenta el estimulo.

Dado que el nimero de actémetros no resulta generalmente suficiente
para correr simultaneamente todos los animales de cada experimento, se
hacen necesarias replicaciones durante el mismo dia. Se utiliza un numero
igual de animales por grupo en cada réplica, pero animales de un mismo grupo
son ubicados en actometros diferentes cada vez. De esta manera, cualquier
efecto potencial del tiempo y/o diferencias entre los actometros queda
eliminado.

La linea de base del nivel de respuesta resulta consistente hasta los 10
dias de llegados, pero animales provenientes de distintas capturas presentan
diferencias en el nivel de respuesta cuyos factores se desconocen. Por ello,
solo animales provenientes de la misma captura son utilizados en el mismo
experimento.

2.2.3 Entrenamiento fuerte y débil. Inyecciones.

Un protocolo de entrenamiento débil (PED) consiste en la presentacion
de 5 o 10 ensayos (segun se indica en cada expernimento) con un intervalo
entre ensayos de 180 seg. Un protocolo de entrenamiento fuerte (PEF)
incluye 15 ensayos con un intervalo entre ensayos de 180 seg. o 30 ensayos
con un intervalo de 90 seg. (segun se indica en cada experimento). La sesién
de evaluacion consiste para ambos tipos de entrenamiento, en 2 o 6 ensayos
con el mismo intervalo que se utiliza en el entrenamiento. Tanto la sesion de
entrenamiento como la de evaluacion es precedida por un periodo de
adaptacion de 15 min.

Para la administracién de drogas se utiliza como vehiculo 50 ul de
solucién salina de crustaceos (Hoeger, 1989). Tanto la solucién salina como las
distintas drogas utilizadas son administrados a través del lado derecho de la
membrana cefalotoracica-abdominal, con una penetracion controlada de la

aguja de 4 mm. Se asegura de esta forma que la solucion es liberada en el
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centro del saco pericardico (Fig. 2.3). La inyeccién de vehiculo no muestra
tener un efecto propio sobre la reactividad.

Las inyecciones se administran inmediatamente antes, inmediatamente
después o 1 h después del entrenamiento, segin se indica en cada caso.

SP

Fig. 2.3: Secciéon de Chasmagnathus donde se sefiala el corazén (Co). el saco pericardico (SP) y el
lugar de administracion de las soluciones (Aguja y tope).

2.2.4 Evaluacion de la retencion de la sefial.

La retencibn de Ila memoria de largo término es definida
operacionalmente como la diferencia significativa entre los grupos CTy TR en
el nivel de respuesta durante Ia sesién de evaluacion. Es decir, para ponderar
la memoria a largo término se focaliza el analisis de los datos en los niveles de
respuesta de la evaluacion. Rescorla (Rescorla, 1988) argumenta en forma
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convincente a favor de utilizar este tipo de andlisis en vez de la comparacién
entrenamiento-evaluacion, puntualizando la necesidad de distinguir entre el
tiempo de adquisicién de la informacion (sesién de entrenamiento) y tiempo de
evaluacion (sesién de evaluacion). Un hecho que justifica este tipo de
comparacion es que el comportamiento del animal puede diferir entre las
sesiones por razones no relacionados con el aprendizaje. Esta vision esta
especialmente justificada para nuestro modelo, considerando resuitados
previos demostrativos que la memoria contexto sefial (MCS), antes llamada
habituacién de largo término, puede formarse independientemente del nivel de
la respuesta de escape durante el entrenamiento (Tomsic, 1991). Un hallazgo
coincidente con el de otras especies (Applewhite 1969, Peeke 1976).

En los experimentos farmacolégicos de esta Tesis, el andlisis estadistico
de los datos de la sesidon de evaluaciéon consiste en tres comparaciones
planeadas: VEH-CT vs VEH-TR, X-CT vs X-TR y VEH-CT vs X-CT. Mediante
estas comparaciones se pudo establecer la existencia de un efecto facilitador o
amnésico de las drogas segun se utilizara un protocolo de entrenamiento débil
o fuerte, respectivamente. La aceptacion del experimento esta condicionada al
hecho que la diferencia VEH-CT vs X-CT no sea significativa, es decir, de que
haya un efecto inespecifico de la/s droga/s.

En algunos expenmentos se incluyeron mas de 4 grupos (N), y en tal
caso se realizd N-1 comparaciones de cada uno de ellos vs VEH-CT, grupo
que contenia el doble de animales.

El analisis de los datos de la sesion de evaluacion se realiza
considerando la suma de los valores de las respuestas individuales en los dos
primeros ensayos. Este parametro (bloque de dos ensayos de evaluacion)
resulta ser el mas sensible para ponderar el efecto del entrenamiento, asi como
el efecto facilitador o amnésico de las drogas utilizadas. Los datos de la sesién
de entrenamiento, en cambio, se evalian mediante ANOVA de medidas
repetidas.

Los graficos de la Fig. 2.3 muestran ejemplos de protocolos de
entrenamiento fuerte o débil, utilizados a lo largo de esta tesis para evaluar
efectos amnésicos, o hipermnésicos de los agentes usados, respectivamente.
El disefio experimental mas utilizado es el siguiente. Un grupo de cangrejos se
inyecta con solucién salina (VEH) y otro con una de las drogas (X). La mitad de
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los animales de cada grupo son entrenados (grupo -TR), mientras que la otra
mitad permanecen en los actdmetros pero sin recibir estimulacién (grupo
control- CT). De esta manera, cada experimento consiste de 4 grupos, dos

pares de grupos VEH (VEH-CT y VEH-TR) y dos pares tratados con la droga,
(X-CT, X-TR).

Sesién de entrenamiento utilizando un | Sesién de evaluacién de 6 ensayos
Protocolo Fuerte

Retpuints ivda

NEEEEEER

i lento utilizand
Sesién de el';:?t:?:lo Débli zandoun Sesion de evaluacién de 6 ensayos

Ensayos

Figura 2.4: Efecto de diferente niimero de ensayos de entrenamiento, con el mismo intervalo
entre ensayos (171 seg.). sobre la MCS. Resultados de Entrenamiento (derecha) y evaluacién
(izquierda). Arriba: experimento 15 ensayos de entrenamiento o protocolo de entrenamiento
fuerte (PEF). Abajo: experimento 10 ensayos de entrenamiento o protocolo de entrenamiento
débil (PED). Grupos controles: CT. Grupos entrenados: TR. Ordenadas: media de respuesta de
escape por ensayo. Abscisas: 6 ensayos de evaluacién. Simbolos: * p< 0.05, ** p<.01.

2.2.5 Definiciones.

Este conjunto de términos sera de uso corriente a lo largo de esta Tesis:
¢ Habituacién a corto término (HCT) es el decremento de la respuesta
dentro de la sesién de entrenamiento.

e Habituaciéon a largo término (HLT) es el decremento de la respuesta
mantenido por al menos 24 h.
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e Memoria Contexto Sefial (MCS) es la memoria asociativa y de larga
duracién adquirida por entrenamiento espaciado. El término hace referencia
al hecho que esta memoria se basa en una asociacién entre el contexto
(entomo experimental) y la sefial (pantalla pasante, estimulo de peligro,
estimulo fasico).

e Memoria Seial (MS) es la meoria no asociativa y de duracién intermedia
generada por entrenamiento masivo.

¢ Intervalo entre ensayos (IEE) se refiere al intervalo de reposo entre
ensayos.

e La expresion bloque de dos ensayos se refiere a la suma por individuo del
primero mas el segundo ensayo de la sesién de evaluacion.

e Protocolo fuerte de entrenamiento (PEF). programa de entrenamiento
que incluye 15-30 ensayos con |EE de 171 seg.

¢ Protocolo débil de entrenamiento (PED): programa de entrenamiento que
comprende 10 o menos ensayos con un |EE de 171 seg.

e Contexto define al conjunto de claves ambientales (visuales, tactiles)

presentes en el lugar de entrenamiento 6 en el de evaluacion.

2.3 Analisis bioquimicos e inmunohistoquimicos

Los animales para los estudios de esta Seccién fueron anestesiados en
un bafo de agua salobre a 4°C, sacrificados y el tejido en cuestion fue

inmediatamente disecado.

2.3.1 Radioinmunoensayo (RIA).

Conjuntos de 10 cerebros, 5 ganglios toracicos y 4 branquias son
procesados separadamente sumergiéndolos en acido acético 2 M, hervidos
durante 20 min. ,homogeneizados y centrifugados a 10.000 r.p.m. por 20 min.
Los pellet se usaron para determinacion de proteinas por el método de Lowry
(Lowry, 1951). Los sobrenadantes se liofilizaron y resuspendieron en buffer de

radioinmunoensayo. Se utiliza un radioinmunoensayo para determinacion de
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Angiotensina 1l (ANGII) desarrollado en el Depto. de Sustancias Vasoactivas
del IIM “A. Lanari". El anticuerpo anti-ANGII se obtuvo en conejos albinos de
Nueva Zelandia inmunizados con Angiotensina Il acoplada a BSA, usando la
reaccion de Glutaraldehido (25% wiv). '2°I-All se preparada por el método de
cloramina-T utilizando 17 Ci/mg de '?°| (Nez-033L Dupont, Argentina)
(Greenwood, 1963). La purificacién de '*°I-ANGII y la identificacion de
inmunorreactividad similar a ANGII se realiza por HPLC utilizando 0,1 M de
trietilamina/HCOOH, pH 3 como fase mévil y Li Chrosfere RP-8, 5-um (Merck,
EEUU) como columna. Después de la inyecciéon, se programa un gradiente
lineal de metanol de 0 a 100% durante 40 min., mas un paso adicional de 10 en
metanol, flujo: 1mi/min, fracciones: 1mi/min; determinacion de radioactividad
por contador Gamma.

Para evaluar inmunorreactividad similar a ANGII las fracciones son
liofilizadas, lavadas con metanol, secadas y resuspendidas en buffer de
radioinmunoensayo (0,05 M NaPO4H,, 0,1 % BSA, 0,3 mM azida sddica, 0,1
mM EDTA e inhibidores de proteasas, pH 7,4). El radioinmunoensayo se lleva a
cabo con 100 pl de radioligando (7.000-10.000 c.p.m.) 100 ul de standard
(ANGII humana, Sigma, 3.5-1.000 pg) o muestra y 100 pul de anticuerpo
(1/9000), incubado a 4 °C en buffer de radioinmunoensayo durante 12 horas. Ei
radioligando libre se precipita con carbén dextrano T-70 y se determina la
radiactividad. Todos los reactivos fueron provistos por Sigma Co. excepto los
indicados. El anticuerpo usado presenta reactividad del 0.1% con Angiotensina
I, 1560% con Angiotensina Ill, 100% con ANGIV, 1% con lie5-ANGIV y menores
al 0.5% con BSA, FSH y TRH.

2.3.2 Medicion de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina

(ECA).

Los ensayos bioquimicos para evaluar la actividad de ECA se llevaron a
cabo en extractos crudos. La actividad se evalia por el método de Friediand y
Silverstein (Friedland, 1976). Los tejidos son homogeneizados en PBS a PH
8.3, y centrifugados 5 min. a 1000 r.p.m. El contenido de proteinas de los
extractos se estima por el método de Lowry (Lowry, 1951).
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Cada muestra de extracto crudo (10ul) se agrega a 100 pl de buffer
(Hipuril-L-Histidil-L-Leucina en PBS) y se incuba a 37°C por 120 min. La
reaccién se detiene con 1 ml de 0,4 M de HCIO, y se centrifuga 15 min. a 2.500
r.p.m. A 50 ul del sobrenadante se agrega 5 ul 0.38M NaHO seguido por 25 pl
de 2% o-ftalaldehido en metanol y, luego de 10 min., por 30 ul de 2,5 M PO4Ha.
La fiuorescencia se determina en un espectrofluorometro a 360/500 nm. La
actividad de la enzima se expresa en nmol de L-Histidil-Leucina liberada por

mg de proteina por hora. La concentraciéon de proteinas se estima por Lowry.

2.3.3 Inmunohistoquimica.

El ganglio supraesofagico y los pedunculos son disecados, fijados (PBS,
4% paraformaldehido) durante 12 horas a 4 C°. y, luego, colocados durante 12
h en PBS-25% sucrosa; congelados y cortados en secciones de 20-25 um en
criéstato a =20 C°. Las secciones son pre-incubadas en PBS, 0.5% BSA y
0.25% Tnton X-100 y procesadas usando el kit comercial Vectstatin ABC Elite
(Vector), segun las normas del fabricante, para una técnica basada en
peroxidasa avidina-biotina. Para el revelado se usa diaminobencidina (0.03%
en Tris 0.1M, Ph 7.6). A lo largo de esta serie de experimentos, se suprime el
uso de agua oxigenada ya que no es necesano eliminar la actividad de
peroxidasas endogenas y la antigenicidad en el tejido se mantiene
notoriamente mas alta (esta serie de trabajos inmunohistoquimicos fueron
puesto a punto conjuntamente con el Dr. D. Nassel, Universidad de Estocolmo,
Suecia).

La dilucién de los anticuerpos es de 1:500 a 1:1000 en PBS-0.5% BSA-
0.25% TX-100 y la incubacién por 48hs. a 4° C. Se usan dos anticuerpos, el
anticuerpo descripto en la seccién Radioinmunoensayo y otro comerciaimente
disponible (Pensisula Lab., USA) contra ANGIl humana.

Para los controles de preabsorcion se usa antisuero preincubado
durante 12 h a 4 C° con 50 uM de ANGII humana. La omisién del anticuerpo

primario es usada como control de rutina.
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Capitulo 3

Resultados
Evidencias bioquimicas de la presencia

del sistema de las angiotensinas en el

SNC de Chasmagnathus.
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3.1 Inmunorreactividad similar a angiotensina Il y actividad similar a enzima

convertidora de Angiotensina.

Con el fin de investigar la presencia de un sistema de angiotensinas
endégeno en el cangrejo, se estimé la inmunorreactividad similar a
angiotensina por RIA.

Cantidades significativas (ng/mg de proteina) se encontraron en
muestras consistentes de 10 ganglios supraesofagicos, 5 toracicos o 10
branquias (Tabla 3.1). Cerca del 30% de la inmunorreactividad encontrada en
el ganglio toracico, coeluye con ANGII humana en un ensayo que combina
HPLC (usando el mismo tipo de corrida que la descripta para separar el
péptido iodinado) y RIA (Fig. 3.1).

Tabla 3.1
TEJIDO CONTENIDO ESTIMADO ng/mg prot.
Ganglio toracico 0.47 +/- 0.08,n=3

Ganglio supraesofagico (2.88 +/- 1.2, n=3

Branquias 0.778 +/- 0.26, n=3
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Fig. 3.1 Separacién por HPLC de inmunorreactividad similar a ANGl11 de homogenato de
ganglios toracicos. Ordenadas derecha: inmunorreactividad; izquierda: % de metanol.
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La actividad enzimatica similar a la enzima cornvertidora de angiotensina

(ECA) de homogenatos,

fue evaluada en gangilio toracico y branquias. Se

encontré una actividad hidrolitica significativa de Hippuril-Hys-Leu (nmol/h/mg

de proteinas) que fue inhibida por 5mM de EDTA y por 1 uM de captopril, un

inhibidor de ECA para mamiferos ampliamente usado, sugiriendo asi que esta
actividad enzimatica corresponde a ECA (Smiley, 1994).

Tejido Actividad hidorlitica | Mas 5mM[Mas 1M
(nmol/h/mg de proteinas)|EDTA captopril
de Hippuril-Hys-Leu
Ganglio toracico [ 2108 +/- 305 362 +/-128 638 +/- 219
Branquias 2200 +/- 359 430 +/-118 161+/- 92

3.2 Distnbucion de inmunorreactividad similar a angiotensina Il en el sistema

nervioso central de Chasmagnathus.

Los dos antisueros contra ANGII produjeron inmunomarca muy similar

en el sistema nervioso de Chasmagnathus. No se detectd marca cuando los
antisueros usados fueron pre-absorbidos con el ANGII humana (50 nmol de
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peptido por ml de antisuero) o después de la omisién de los antisueros
primarios. Es importante notar aqui que alrededor del 30% del material
immunoreactivo (segin lo medido por RIA) coeluye en HPLC con el mismo
tiempo de retencion que ANGII (Fig. 3.1).

El cerebro de Chasmagnathus, como el de otros crustaceos decapodos,
abarca dos divisiones principales, el ganglio supraesofagico y los dos I6bulos
opticos laterales situados en los pedunculos. Estos ultimos tienen, como se ha
descripto en la Introduccion, cuatro neuropilos épticos, lamina (La), médula
externa (Me), médula interna (Mi) y médula terminalis (Mt). Las células del
6rgano neuroendocrino MTXO se encuentran en la Mt. Ubicada entre estos dos
ultimos neuropilos se halla el érgano neurohemal llamado glandula del seno
(GS).

Pericardios de neuronas con inmunorreactividad similar a ANG Ii fueron
detectadas en la base anterior de la La. Estos cuerpos conectan, a través de
extensos procesos la La y Me. Las varicosidades de estos procesos invaden
todas las unidades sinapticas con forma de columnas en la La (Fig.3.2 A, B, C
,D). Este tipo de neurona no se ha descrito previamente en crustaceos (Nassel,
1977). En la glandula del seno pudo observarse abundante inmunomarca (Fig.
3.3 A,B), suginendo un papel de neurohormona para este péptido.

La deteccién de material reactivo en el ganglio supraesofagico fue
menos conspicua. Immunomarca de secciones con ambos antisueros contra
ANG Il mostré6 procesos neuronales en los bordes de los neuropilos
protocerebrales anteromediales (AMPO) (fig. 3.3 C) y I6bulos olfatorios (fig. 3.3
D).

Estos resultados apoyan la idea de que péptidos similares a ANGII se
encuentran en neuronas del sistema nervioso central de Chasmagnathus.
Asimismo, los resultados del presente capitulo constituyen la primera evidencia
de la presencia de angiotensinas en todo el phylum de artrépodos, teniendo
en cuenta que si bien en insectos se habia definido actividad similar a enzima
convertidora de angiotensina, esta enzima tiene actividad sobre mduitiples
sustratos (Introduccién, 1.9.7). Luego de presentar los resultados
pertenecientes a los proximos capitulos (Capitulos 3 y 4), discutiremos los
resultados del presente capitulo desde un aspecto funcional (Discusion, 6.1)
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Figure 3.3. A, B: Prominente material inmunorreactivo similar a ANGII en
la glandula del seno (sg), Mt: médula terminalis, B: Detalle de sg. C:
Procesos neuronales inmunorreactivos en los neuropilos protocerebrales
anteromediales (AMPO). ‘D: material inmunorreactivo en neuropilos
columnares del l6bulo olfatorio (OL).
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Capitulo 4

Farmacologia de las angiotensinas sobre
la Memoria Contexto Sefial en

Chasmagnathus
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4.1 En busca de un efecto facilitador sobre la memoria: una curva dosis-

respuesta con ANGII inyectada luego de un protocolo de entrenamiento débil

de 10 ensayos.

Los datos bibliograficos en vertebrados muestran que ANG Ii presenta
tanto efectos amnésicos como hipermnésicos, dependiendo de las condiciones
experimentales (Introduccion 1.9.8).

Las primeras aproximaciones experimentales de esta Tesis fueron
realizadas para evaluar si ANG Il tenia efectos amnésicos sobre la Memoria
Contexto Sefnal (MCS) de Chasmagnathus, para lo que se utilizaron protocolos
de entrenamiento fuerte. Todos los resultados fueron negativos aun usando
dosis muy altas del péptido (5 nmol / animal). Considerando estos resultados y
los datos bibliograficos que mostraban a ANG Il como un neuropéptido
facilitador, nos propusimos evaluar la hipétesis que ANGII mejora la MCS.
Comenzamos probando el efecto de diversas dosis de ANG I utilizando un
protocolo de entrenamiento débil. Se conformaron seis grupos de animales
(n=26) a los que se inyectd, inmediatamente luego de la sesién de
entrenamiento débil (10 ensayos), solucién fisiolégica de crustaceos (VEH) o
diversas dosis de ANG I, a saber: 5 nmol; 500, 50, y 0.5 pmol; y 5 fmol
/animal.

La relaciéon dosis-respuesta durante Ia sesion de evaluacion (bloque de
dos ensayos), 24 h luego del protocolo de entrenamiento débil, se muestra en
la fig. 4.1. Esta relacion en forma de U, frecuentemente observada en estudios
sobre efectos mnésicos de muchos neuropéptidos (De Wide, 1997). Los grupos
tratados con ANGII en dosis de 50 y 500 pmol/animal mostraron diferencias
con el grupo de animales inyectados con vehiculo [F (1,194)= 6.92, p<0.05y F
(1,194)= 7.68, p<0.01].



1500 -
8
? .
= 1000
]
1723
[
3
Q
[7]
[]
o
500 |
0 . . ".‘ . »v‘, R s "
VER g A g omd g ot 05 9™ 5 {mo
Dosis de ANGII

F IGURA 4.1: - Sesién de evaluacién -. Efecto de ANG II, administrada inmediatamente después de un
protocolo de entrenamiento débil, sobre la MCS a 24 horas de una sesién de entrenamiento débil (10
ensavos separados por 171 seg.). Grupos inyectados con 50pl/cangrejo (n=40). La barra blanca
representa los grupos inyectados con solucidn fisioldgica de crustaceos (VEH); las barras rayadas
representan los grupos inyectados ANG II. Ordenada: media del valor de la respuesta de escape por
grupo, bloque de dos ensayos. Abscisa: grupos. Comparaciones planeadas: * convencién para p< 0.03 v
7 para p< 0.01, en comparaciones entre el grupo-VEH v las distntas dosis.

La posibilidad que el resultado anterior pueda ser explicado por efectos
inespecificos, fue explorada en la siguiente serie de experimentos. Un grupo de
cangrejos fue entrenado con un protocolo de entrenamiento débil de 10
ensayos (TR), mientras otro grupo permanecié en los actometros sin
estimulacion (CT). La mitad de los animales de cada grupo se inyecté con
solucién salina (VEH) y la otra con ANG Il (50pmol) (denominados ANGII),
ambos inmediatamente después del entrenamiento, conformandose asi cuatro

grupos (n=40):

VEH-CT vehiculo-control

VEH-TR vehiculo-entrenado
ANGII-CT ANG Il 50pmol-control
ANGII-TR ANG I 50pmol-entrenado
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Veinticuatro horas luego del entrenamiento, los animales tuvieron 6
ensayos de evaluacion con el mismo intervalo entre ensayos (IEE) del
entrenamiento (171 seg.). La Fig. 4.2 (a y b) ilustra la respuesta durante los
seis ensayos de evaluacion. Como se esperaba, no se encontraron diferencias
entre el par de grupos VEH-CT y VEH-TR (Fig. 4.2a), pero se revel6 una
diferencia significativa entre ANG II-CT y ANG II-TR, tanto en el primer ensayo
[F(1,156)= 11.11, p<0.025}, asi como en la mayoria del resto de los ensayos
(Fig. 4.2b). No se exhibié ninguna diferencia entre los grupos de control (es
decir, VEH-CT vs ANGII-CT) durante la sesién de evaluacién, un resultado
recurrente durante toda esta Tesis y que se conforma con el criterio usado para
aceptar la viabilidad de un experimento (Capitulo 2.2.4).

. "] GRUPOS CONTROLES
Y7} GRUPOS ENTRENADOS

Respuesta Medla

VEHLT VEH-TR ANGRCT ANGE-TR

FIGURA 4.2: - Sesién de evaluacién - Efecto de ANG II, administrada inmediatamente después de un
protocolo de entrenamiento débil (10 ensayos separados por 171 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas
luego de la sesién de entrenamiento. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH) y
con 50 pmol de ANG II (ANGII). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). a) grupos inyectados con
vehiculo. b) grupos inyectados con 50 pmol de ANG II. ¢) resultados presentados en el bloque de los dos
primeros ensayos de la sesién de evaluacién. n= 40 por grupo. Ordenadas: media del valor de la respuesta
de escape por grupo. Comparaciones planeadas: * convencién para p< 0.05 y ** para p< 0.01.
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En la Fig. 4.2.c. se muestran los resultados de la sesién de evaluacién, Fig.4.2.
ay b, pero confinados al bloque de los dos primeros ensayos; forma que se
usara sistematicamente a lo largo de la Tesis. Se considera que a través del
uso del bloque de los dos primeros ensayos se puede evaluar fielmente los

niveles de retencion de la MCS.

4.2 ANG |l facilita la retencion cuando es inyectada luego del entrenamiento

débil de 10 ensayos, pero no luego de 5 ensayos.

El propésito del siguiente experimento fue explorar si un numero aun
menor de ensayos, cinco en lugar de diez, es suficiente para poder revelar
efectos facilitadores de ANG Il. El experimento se hizo de la misma manera
que el anterior, salvo que sélo hubo 5 ensayos de entrenamiento.

Los resultados de la sesion de evaluacién se ilustran en la Fig. 4.3
(bloque de 2 ensayos). A diferencia del experimento anterior no se pudo
demostrar efecto facilitador cuando se inyecté6 ANG Il post-entrenamiento. Este
experimento fue replicado dos veces con resultados similares, i.e. la diferencia
entre ANGII-CT y ANGII-TR no alcanza el nivel de significancia. Por lo tanto,
ANG Il (50 pmol) tiene efecto facilitador sobre la MCS cuando se inyecta luego
de un protocolo de diez ensayos de entrenamiento pero no luego de cinco.
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F IGURA 4.3: - Sesion de evaluacién - Efecto de ANG II, administrada inmediatamente después de un
protocolo de entrenamiento débil (5 ensayos separados por 171 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas luego
de la sesién de entrenamiento. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH) y con 50
pmol de ANG II (ANGII). Sesién de evaluacién de 2 ensayos. Grupos controles (CT) v entrenados (TR).
Ordenadas: media del valor de la respuesta de escape por grupo en el bloque de dos ensayos.

Comparaciones planeadas: * convencién para p< 0.05 y ** para p< 0.01, en comparaciones entre el grupo
CT vs TR.
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4.3 ANG |l facilita la MCS cuando es inyectada inmediatamente luego del

entrenamiento débil, pero no cuando es administrada antes o una hora

después del entrenamiento.

Los experimentos en esta seccion fueron disefiados para explorar la
ventana temporal de la accidon de ANG Il en la MCS, cuando los animales
experimentan una protocolo de entrenamiento débil de 10 ensayos. Cada
experimento incluyé los grupos VEH-CT, VEH-TR, ANGII-CT y ANGII-TR, con
administracién de vehiculo o soluciones del péptido, como en los anteriores
experimentos.

Los grupos ANG Il fueron inyectados (50 pmol/animal) antes del primer
ensayo del entrenamiento (primer experimento, n=35), inmediatamente
después del Ultimo ensayo (segundo experimento, n=35), o una hora luego del
entrenamiento (tercer experimento, n=40). Todos los animales provienen de
una misma captura.

La Fig. 4.4 muestra los resultados de sesiones de evaluacién
correspondientes a los tres experimentos. Cuando los animales fueron
inyectados inmediatamente antes del entrenamiento no hubo efecto de ANG i
(Fig. 4.4a). Las comparaciones planeadas no revelaron diferencia significativa
en ningun ensayo tanto para VEH-CT contra VEH-TR como para ANGII-CT
contra ANGII-TR.

Los resultados obtenidos con los cangrejos inyectados inmediatamente
después del entrenamiento (Fig. 4.4b) resultaron consistentes con los
experimentos anteriores: ANG |l tuvo un evidente efecto facilitador sobre la
MCS. No hubo diferencias significativas entre VEH-CT y VEH-TR pero si para
el contraste ANGII-CT vs. ANGII-TR (panel derecho) en el bloque de los dos
primeros ensayos de evaluacion [F(1,136)=7.17, p<0.05].

Cuando ANG |l fue administrada 1 h después del Ultimo ensayo del
entrenamiento no se detectd efecto alguno sobre la retencion (FIG 4.4c¢). Asi, la
ventana temporal para el efecto de administracion de ANG Il en la retencién
parece ser menor a 1 h después del ultimo ensayo.

Estos resultados son relevantes con relacion a la hipétesis que las
angiotensinas son facilitadoras de la MCS. En efecto, un requisito para que un

agente endogeno pueda ser considerado con accién mnésica (i.e. amnésico o
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hipermnésico), es que los efectos de su administracién exégena sean tiempo-
dependientes (De Wied, 1997). Como se sefialé en la Introduccion
(Introduccién, 1.4.3), ésta tiempo dependencia resulta ser uno de los mas
importantes argumentos a favor de la existencia de un proceso de
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FIGURA 4.4: - Sesién de evaluacion - Efecto de ANG II, administrada inmediatamente después
de un protocolo de entrenamiento débil (10 ensayos separados por 171 seg.), sobre la MCS
evaluada 24 horas luego de la sesién de entrenamiento. Animales inyectados con solucién
fisiolgica de crusticeos (VEH) y con 50 pmol de ANG II (ANGII). Sesién de evaluacién de 2
ensayos. Inyecciones: a) pre-entrenamiento, b) post-entrenamineto, ¢) 1 h. luego del
entrenamiento. Simbolos como en Fig. 4.2

consolidacion de la memoria.
Es digno observar que la inyeccion de ANGII antes del entrenamiento

(primer experimento) no parece tener ningin efecto en la habituacién a corto
término. Un ANOVA 2 x 10 mostré que ni el efecto de la droga ni la interaccion
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de la droga x ensayo fueron significativos, pero si resulté significativo el efecto
ensayo [F (1,612)=19.35, p<0.01] (Fig. 4.5).
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FIGURA 4.5: Efecto de ANG II, administrada inmediatamente antes de un protocolo de
entrenamiento débil, sobre la habituacién de corto término evaluada durante el PED correspondiente a
la Fig. 44a. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH) y con 50 pmol de
ANGII (ANGII). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig. 4.3

4.4 El efecto facilitador de ANG Il sobre la MCS es abolido cuando es co-

administrada con Saralasina.

Con el fin de explorar si el efecto facilitador de ANG Il sobre la MCS en
Chasmagnathus estd mediado por los receptores de angiotensina I, el
antagonista saralasina (SAR) (Sigma, USA), que actuia sobre todos los subtipos
de receptores de ANG Il en varios vertebrados (Timmermans, 1993), fue
utilizado. Se formaron cuatro pares de grupos CT-TR:

VEH-CT Vehiculo-control
VEH-TR Vehiculo-entrenado
ANGII-CT ANG |l 50pmol-control
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ANGII-TR ANG 1l 50pmol-entrenado
SAR-CT SAR 5pmol-control
SAR-TR SAR 5pmol-entrenado

ANGII+SAR-CT [SAR 5pmol+ANG |l 50pmol-control

ANGII+SAR-TR | SAR 5pmol+ANG |l 50pmol-entrenado

Los animales (n=39 por grupo) experimentaron un protocolo de
entrenamiento débil (10 ensayos) y una sesién de evaluaciéon de 2 ensayos, 24
h después del entrenamiento. Las inyecciones se administraron
inmediatamente después de la sesion del entrenamiento.

Los resultados de la evaluacidon se exhiben en la Fig. 4.6. Las
comparaciones planeadas no mostraron ninguna diferencia significativa entre
grupos de cualquier par, excepto entre grupos ANG Il, los que mostraron
diferencia significativa en el bloque de 2 ensayos [F(1,152) = 9,1 p<0.01]. Las
comparaciones entre los grupos control no mostraron diferencias significativas.
Una réplica de este experimento, mas otro donde se administré 50 pmol, en

lugar de 5 pmol, del antagonista SAR, confirmaron estos resultados (datos no
presentados).

Asi, la capacidad de ANGII de favorecer la retencién a largo plazo, es
decir, de inducir diferencia significativa entre grupo controla y entrenado
durante la sesién de evaluacion, es suprimida por la co-inyeccién con SAR.
Esto no se podria explicar por un efecto inespecifico de SAR en el nivel de la

respuesta, ya que no se encontré diferencia significativa entre los grupos
controles.
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FIGURA 4.6: - Sesién de evaluacién - Efecto de la co-inyeccién de ANGII con su antagonista SAR,
administrada inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento débil (10 ensayos separados por
171 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas luego del entrenamiento. Sesién de evaluacién de 2 ensayos.
Animales inyectados con solucidn fisioldgica de crusticeos (VEH), con 50 pmol de ANGII (ANGII),
con 5 pmol del antagonista saralasina (SAR) y con una mezcla de ANGII (50 pmol) y SAR (5 pmol).
Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig. 4.2

4.5 _El antagonista de ANGII,SAR, produce un efecto amnésico cuando_es

inyectado _inmediatamente antes o después del entrenamiento, pero no una

hora después del mismo.

Los resultados precedentes indicaron que la administracion luego de un
protocolo de entrenamiento débil del antagonista saralasina, no tiene efecto por
si sobre el nivel de la respuesta durante la sesién de evaluacién, aunque
bloquea el efecto facilitador de ANG Il. El propésito de los experimentos
siguientes fue evaluar el efecto del antagonista de ANG |l, SAR, sobre la MCS
usando un entrenamiento fuerte.

Se condujeron tres experimentos, cada uno con dos pares de grupos
CT-TR.
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VEH-CT vehiculo-control
VEH-TR vehiculo-entrenado
SAR-CT SAR 5pmol-control
SAR-TR SAR 5pmol-entrenado

Las inyecciones se dieron inmediatamente antes de un protocolo de
entrenamiento fuerte (15 ensayos separados por 171 sec.) (primer
experimento, n=30), o inmediatamente después del protocolo de entrenamiento
fuerte de 30 ensayos separados por 81 seg., o una hora después del mismo
(segundo y tercer experimento, respectivamente, n=32). La razén para usar
un entrenamiento mas fuerte en los dos ultimos experimentos esta dada por el
hecho que cuando los animales son inyectados después de entrenar, se suele
producir un efecto amnésico de la misma inyecciéon. Se ha demostrado que un
entrenamiento de 30 ensayos con intervalo entre ensayos de 81 sec. induce
una retencion mas fuerte que la producida por el entrenamiento de 15 ensayos
y, ademas, la retencibn no es afectada por una inyeccidon de post-
entrenamiento (Pedreira, 1995).

Los resultados del bloque de 2 ensayos de evaluaciéon correspondientes
al pnmer experimento (inyeccidon pre-entrenamiento) se visualizan en la Fig.
4.7a. Las comparaciones planeadas revelaron una diferencia significativa entre
el par de grupos VEH, i.e. VEH-CT vs VEH-TR, [F(1,76) = 5.58, p< 0.05] (panel
izquierdo), mientras que no se encontrd ninguna diferencia significativa entre
los grupos SAR i.e. SAR-CT vs SAR-TR (panel derecho). Se pone de evidencia
asi el efecto amnésico de SAR cuando se inyecta antes de un entrenamiento
fuerte.

La Fig. 4.7b muestra los resultados correspondientes al segundo
experimento (inyeccién inmediatamente luego del entrenamiento). Las
comparaciones previstas revelaron una diferencia significativa entre grupos
VEH (panel izquierdo) [F(1,124) = 6,53, p< 0.05], pero ninguna diferencia entre
grupos SAR (panel derecho). Asi pues, la memoria resulté también deteriorada
cuando el SAR se inyectaba inmediatamente después del entrenamiento. Por
el contrario, no se encontr6 efecto amnésico cuando SAR fue administrado una
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hora después del entrenamiento (tercer experimento, Fig. 4.7c). Tanto los
grupos VEH (panel izquierdo) como los grupos SAR (panel derecho)
mostraron una diferencia significativa [F(1,124) = 7.27 p<0.05 y 6.89, p< 0.05]
respectivamente.

Es importante notar que la inyeccion de saralasina antes del
entrenamiento (pnmer experimento) no mostré efecto sobre la habituacién a
corto término. Un ANOVA 2 x 15 indicé que no habia efecto significativo del
factor droga ni en la interaccién droga-ensayo, pero si un efecto significativo de
ensayo [F(14,532) = 36,21, p<0.025] (Fig. 4.8).
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FIGURA 4.7:- Sesién de evaluacién - Efecto del antagonista SAR, evaluado usando un protocolo de
entrenamiento fuerte, sobre la MCS 24 horas luego de la sesién de entrenamiento. Sesién de evaluacion de
2 ensayos. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH) o con 5 pmol de SAR (SAR).
Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Inyecciones: a) pre-entrenamiento (sesién de entrenamiento: 15
ensayos, ITI 171 seg.), b) post-entrenamineto (sesién de entrenamiento: 30 ensayos, I'TI 81 seg.), ) 1 h.
luego del entrenamiento (sesién de entrenamiento: 30 ensayos, ITI 81 seg.). Ordenadas: media del valor de
la respuesta de escape por grupo en el bloque de dos ensayos. Simbolos como Fig. 4.2
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F IGURA 4.8: - Sesién de entrenamiento- Efecto de SAR, administrada inmediatamente antes de un
protocolo de entrenamiento fuerte (15 ensayos separados por 171 seg.), sobre la respuesta durante la
sesién de entrenamiento Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH) y con 5
pmol de SAR (SAR). Datos de la sesién de evaluacién corresponden a la Fig. 4.7a. Ordenadas: media
del valor de la respuesta de escape por grupo en cada uno de los ensayos (n= 30). Simbolos como en
Fig. 4.2.
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4.6 En busca de sub-tipo de receptor responsable del efecto facilitador de ANG
1l

Los resultados referentes a la accién de saralasina sobre la MCS en
Chasmagnathus se han interpretado en el sentido que la accién de ANG |l se
ejerceria a través de receptores especificos de ANG |I.

Los experimentos siguientes fueron conducidos con el propésito de
dilucidar si la accion de ANG |l es mediada por subtipos de receptores tipo AT1
y AT2, similares a los de mamiferos, empleando antagonistas no peptidicos,
especificos para el receptor del ANG |I, losartan o DUP-753 (DUP, antagonista

AT1), y PD-123177 (PD, antagonista AT2) (Timmermans, 1993) (ver
Introduccién, 1.9.4).

Con este objetivo, el siguiente experimento fue disefiado para
establecer si los agonistas especificos para AT1 y AT2 podian bloquear el
efecto facilitador de ANG Il. Los cangrejos fueron sometidos a un protocolo de
entrenamiento débil (10 ensayos) y después inyectados, formandose los
siguientes grupos:

VEH-CT vehiculo-control
VEH-TR vehiculo-entrenado
ANGII-TR ANG Il 50pmol-entrenado

ANGII+DUP-CT |ANG Il 50pmol+DUP 50pmol —control

ANGII+DUP-TR |ANG il 50pmol+DUP 50pmol —entrenado
ANGII+PD-CT PD 50pmol+ANG Il 50pmol-control

ANGII+PD-TR PD 50pmol+ANG Il 50pmol-entrenado

Para este experimento, y dada la gran cantidad de grupos a correr
simultdneamente se opt6 por no utilizar el grupo ANGII-CT, considerando que
en ningun experimento anterior de nuestro laboratorio se mostré efecto de este
péptido sobre los controles.

Hubo 27 cangrejos por grupo excepto VEH-CT que incluy6é 54 animales.
Los resultados en la evaluacién se muestran en la Fig. 4.9. Las comparaciones
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planeadas entre cada grupo y VEH-CT revelaron una diferencia significativa
para ANGII-TR [F(1,208)=8.4, p< 0,01), ANGII+DUP [F=4.4, p < 0,05] y
ANGII+PD [F=5.4, p< 0,05] indicando asi que ninguno de los dos antagonistas,
DUP y PD, pudieron bloquear el efecto facilitador de ANG Il. No se encontr6
diferencia significativa entre los grupos controles,
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F IGURA 4.9: - Sesion de evaluacion - Efecto de la co-inyecciéon de ANG II con sus antagonistas DUP y
PD, administrados inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento débil (10 ensayos
separados por 171 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas luego del entrenamiento. Sesion de evaluacion
de 2 ensayos. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH), con 50 pmol de ANG II
(ANGII), 50 pmol de ANG II mis 50 pmol de DUP (ANGII+DUP) y con 50 pmol de ANGII mis 50
pmol de PD (ANGII+PD). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig. 4.2

El siguiente experimento, tuvo como propésito evaluar si los
antagonistas, DUP o PD, podian tener efectos amnésicos, inyectados
inmediatamente antes de la sesi6n de entrenamiento. Es importante destacar
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que estos antagonistas fueron disefiados con el fin de tener una prolongada
vida media en el organismo, ya que éste es un requisito para un agente anti-
hipertensivo de largo término (Timmermans, 1993). Tres grupos de cangrejos
fueron entrenados con el protocolo fuerte de entrenamiento (15 ensayos
separados por 171 seg.):

VEH-CT vehiculo-control
VEH-TR vehiculo-entrenado
DUP-CT DUP 50pmol-control
DUP-TR DUP 50pmol-entrenado
PD-CT PD 50pmol-control
PD-TR PD 50pmol-entrenado

Todos los grupos tenian 20 individuos excepto VEH-CT con 40. No se
observé diferencia significativa entre los grupos durante la sesion
entrenamiento (datos no presentados). Los resultados que corresponden a los
2 ensayos de evaluacién se presentan en la Fig. 4.10. Las comparaciones
planeadas descubrieron diferencia significativa para VEH-CT vs. VEH-TR
[F(1,134)=8.1; p< 0,01] o DUP-TR [F=4.6; p< 0.05] o PD-TR [F=5.7, p< 0,05].
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F IGURA 4.10: - Sesion de evaluacién - Efecto de la inyeccién de los antagonistas de ANGII, DUPy
PD, administrados antes de un protocolo de entrenamiento fuerte (15 ensayos separados por 171 seg.),
sobre la MCS evaluada 24 horas luego del entrenamiento. Sesion de evaluacién de 2 ensayos. Animales
inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH), con 50 pmol de DUP (DUP) y con 50 pmol
de PD (PD). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Barras blancas: grupos CT, barras rayadas,
grupos TR. Simbolos como Fig. 4.2

Estos resultados nos conducen a concluir que ANG Il induce un

mejoramiento de la Memoria Contexto Sefial (MCS) a través de un subtipo de

receptor que seria, en principio, diferente de AT1 o de AT2 de mamiferos, ya
que antagonistas especificos no son capaces de revertir los efectos
facilitadores de ANG Il. Estos experimentos fueron replicados obteniéndose los

mismos resultados, ain cuando se usaron dosis tan altas como 500

nmol/animal. Dado que el antagonista DUP aparece a veces en la literatura

teniendo un efecto mejorador sobre la memoria (Introduccién, 1.9.8), se
disefiaron experimentos en los que se administra DUP a Chasmagnathus una
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hora antes o inmediatamente después de un entrenamiento débil. No se

detectaron efectos estadisticamente relevantes.

4.7 ANG |V, un fragmento activo de la ANG |l es suficiente para mostrar el

efecto facilitador.

Hasta este momento no se ha considerado la posibilidad que fragmentos
mas cortos y metabdlicamente activos de ANG Il, en vez del octapéptido
entero, fueran los compuestos que induzcan la facilitacion de la memoria
durante la consolidacion. Como se mencioné en la Introduccion (Introduccion,
1.9.8), se ha informado en vertebrados la presencia del fragmento activo de
ANG I, ANG II(3-8), llamada angiotensina IV (ANG IV) y se han identificado
receptores especificos (AT4) en cerebro y tejidos finos periféricos. El papel de
ANG IV, con respecto a funciones tradicionales del RAS, es bastante
desconocido, aunque se ha sefalado recierntemernte que este fragmento
mediaria, de una manera similar a la accion de ANG II, el estimulo de la
sintesis celular de DNA y RNA vy la regulacién del fiujo sanguineo en cerebro y
riidén (revisado en Wright, 1997). Ademas, hay resultados indicativos que la
administracién i.c.v. de ANG IV es eficaz en mejorar tanto la evocacion como la
retencion de una respuesta condicionada de evitacion pasiva en roedores
(Introduccién, 1.9.8).

Con el objetivo de probar si ANG IV tiene un efecto que facilita la MCS,
se realizé un experimento con diversas dosis de ANG IV. Cinco grupos de 20
cangrejos cada uno, fueror sometidos a un protocolo de entrenamiento débil (5
ensayos, |[EE 171 seg.) e inyectados con diversas dosis de ANG IV

inmediatamente después del entrenamiento. Un sexto grupo fue el VEH-CT con
40 animales.

VEH-CT Vehiculo-control

VEH-TR Vehiculo-entrenado
ANGIV-TR 0.005 ANGIV 5 pmol-entrenado

ANGIV-TR 0.05 ANGIV 50 pmol-entrenado
ANGIV-TR 0.5 ANGIV 500 pmol-entrenado
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Los efectos de las dosis de ANG IV durante la evaluacion se presentan

en la Fig. 4.11. La relacién dosis-respuesta aparece como una funcién en U,

similar a la de ANG I, i.e. una forma de curva habitual en estudios referentes al

efecto de neuropéptidos en procesos de la memoria (De Wied, 1997). Las

comparaciones plarnieadas erntre cada grupo y VEH-CT revelaron una diferencia
significativa para las dosis de ANG IV de 0.005, 0.05 y 0.5 nmol [F(1,133)=7.3,;
F=69yF =709, respectivamente; p< 0,01]. Réplicas de este experimento

confirmaron estos resultados, demostrando ademds, que cantidades tan
pequefias como 0,5 pmol por animal, podian tener, a veces, efecto facilitador
(datos no presentados).

Respuesta Media

Dosis de ANGIV

(] GRUPOS CONTROLES /771 GRUPOS ENTRENADOS

FIGURA 4.11: - Sesion de evaluacidn - Relacién dosis-respuesta del efecto de la inyeccién de ANGIV,
administrada inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento débil (5 ensayos separados por
171 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas después del entrenamiento. Sesién de evaluacién de 2
ensayos. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos (VEH) o con vardas dosis de

ANGIV (ANGIV). Simbolos como Fig. 4.2
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El siguierite experimento fue realizado con el propésito de considerar la
posibilidad que los resultados, mostrando a ANG IV como agente facilitador, se
deban a un efecto inespecifico de la droga. Se formaron cuatro grupos de 20
cangrejos cada uno.

VEH-CT vehiculo-control
VEH-TR vehiculo-entrernado
ANGIV-CT ANGII 5pmol-control
ANGIV-TR ANGII 5pmol-entrenado
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F IGURA 4.12:- Sesién de evaluacién - Efecto de la inyeccién de ANG IV, administrada inmediatamente
después de un protocolo de entrenamiento débil (5 ensayos separados por 171 seg.), sobre la MCS evaluada
24 horas. Sesion de evaluacién de 2 ensayos. Animales inyectados con solucién fisiolégica de crusticeos
(VEH), con 5 pmol de ANGIV (ANGIV). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig.
42
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Los grupos ANGIV-CT y ANGIV-TR se inyectaron con 5 pmol de ANG
IV inmediatamente luego del entrenamiento. Los grupos entrenados recibieron
un protocolo de entrenamiento débil de 5 ensayos.

Los resultados, que corresponden a los bloques de evaluacién de 2
ensayos, se ilustran en la Fig. 4.12. Las comparaciones previstas mostraron
una diferencia significativa para ANGIV-CT contra ANGIV-TR [F(1, 76) = 6.3,
p< 0,01] pero no para VEH-CT contra VEH-TR ni entre los controles. Se
confirma asi el efecto facilitador de ANG IV, descartdndose una explicacion
basada en un efecto inespecifico sobre la respuesta.

Por lo tanto, la administracion sistémica de ANG IV permite, aun con una
cantidad insuficiente de entrenamiento, inducir MCS. Tal efecto pareceria ser
mas fuerte que el obtenido en los experimentos previos con ANG I, puesto que
para inducir una facilitaciéon de la MCS con el octapéptido entero se requiere un
entrenamiento mas largo (10 en vez de 5  ensayos).

Los resultados precedentes parecen sugerir que el efecto de ANG Il en
MCS no es debido a su propia accion sino al fragmento ANG IV. De esta
manera, ANG |V, y no ANG I, seria la angiotensina que desempefia un papel
significativo dentro de la cascada de eventos relacionados con la corisolidacion
de la MCS. Sin embargo, SAR fue capaz de bloquear la facilitacién de la
memoria cuando se inyectaba con ANG Il después de un entrenamiento débil
(fig. 4.6) y, ademas, tenia un efecto amnésico cuando era dada después de un
entrenamiento fuerte (Fig. 4.7). Esto Ultimo parece estar en desacuerdo con ia
posibilidad de un papel exclusivo de ANG IV en la consolidacion de la memoria,
puesto que SAR tiene efectos bien conocidos en la familia de receptores de
ANG |l pero no es capaz de antagornizar a ANG IV (Timmermans, 1993).

No obstante estos resultados, parecié pertinente explorar la accion de
SAR con relacion al efecto facilitador de ANG IV sobre la MCS. Con ese
proposito se condujo el siguiente expenmento, que incluyé grupos de animales
entrenados (n=32) con un protocolo de entrenamiento débil de 5 ensayos e
inyeccién post-entrenamiento de vehiculo, ANG IV, SAR o ambas drogas a la
vez y un grupo VEH-CT que consistié de 64 animales:
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VEH-CT Vehiculo-control

VEH-TR Vehiculo-entrenado

ANGIV-TR 0.5 ANGIV 0.5pmol-entrenado

ANGIV 0.5+SAR 5-TR ANGIV 0.5nmol+ SAR 5 pmol-entrenado
ANGIV-TR 50 ANGIV 50nmol-eritrenado

ANGIV-TR 50+SDAR 5-TR ANGIV 50nmol+ SAR 5 pmol-entrenado
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Los resultados correspondientes a los bloques de evaluaciéon de dos

ensayos se visualizan en la Fig. 4.13. Las comparaciones entre VEH-CT vs. 0,5
o 50 de pmol de ANGIV-TR muestran diferencias significativas [F(1,186)=5.9
p<0.05 y F=4.9, p< 0,05, respectivamente]. Estas diferencias se suprimieron

cuando el péptido se coinyectd con SAR, indicando asi que el efecto facilitador

de ANG |V se revierte por un antagonista para ANG Il, resultado que esta en

conflicto con el hecho que SAR no afecta, al menos en vertebrados, la unién al
receptor de ANG IV (Wright, 1995).

1500 {-
K
°
@ .
2 1000 4;
© .
]
3
> -
© =
o
500 4+ i / i
o Lot . R A’-’;’ ’ ".’/'
0 0 o\ o\ mo Mo
ANGIV pmol = 5PM> 5™ gop %0 P
SAR pmol —> 0 0 0 gem® g g pmO

GRUPOS CONTROLES 77/ "* GRUPOS ENTRENADOS

FIGURA 4.13:-Sesion de evaluacion - Efectos de la co-inyeccién de ANG IV con SAR, administrados
inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento débil horas (5 ensayos separados por 171
seg.), sobre la MCS evaluada 24 Sesion de evaluacion de 2 ensayos. Animales inyectados con solucién
fisiolégica de crusticeos (VEH), con ANGIV (ANGIV) y SAR (SAR). Grupos controles (CT) y
entrenados (TR). Izquierda: dosis del agonista y antagonista. Simbolos como Fig.4.2.
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A esta altura, presentamos dos hipétesis para explicar los resultados
precederites con relaciéon a la accion de ANG Il y ANG |V sobre la MCS de
Chasmagnathus. Ambas hip6tesis suponen que cada péptido actda en subtipos
de receptores diferentes.

Segun una primera vision, ANG Il y ANG 1V inducirian la facilitacién de la
memoria en este cangrejo a través de diversos subtipos especificos de
receptor. La accion de ANG Il seria mediada por un receptor distinto a los
descriptos para mamiferos, puesto que ni DUP o PD mostraron efectos
amnésicos después de un protocolo de enitrenamiento fuerte, o fueron capaces
de bloquear el efecto facilitador de ANG |l después de un protocolo de
entrenamiento débil. Debe observarse que no hay hasta el momento
receptores de angiotensina descriptos en invertebrados. Desde el punto de
vista de esta hipétesis, SAR se une a un subtipo de receptor para ANG li,
insensible a DUP o PD, produciendo asi un efecto amnésico que, a la vez,
enmascararia el efecto facilitador de ANG IV cuando ambos compuestos son
coinyectados.

La segunda hipotesis propone que los efectos obtenidos con ANG |l son
una consecuencia del metabolito activo ANG IV, es decir, que ANG |V es el
agente responsable del efecto facilitador de las angioternsina sobre la MCS.
Una suposicion basica de esta propuesta es que la formacién de ANG |V de
este cangrejo implica, como en mamiferos, clivajes sucesivos del N-terminal de
ANG Il a ANG IV (Wright, 1994). Por consiguiente, la molécula de SAR
también se clivaria a un fragmento que seria capaz de antagonizar a ANG IV
en su receptor putativo de cangrejo. De ahi entonces, que SAR tenga un efecto
amnésico después de un entrenamiento fuerte o es capaz de bloquear el efecto
facilitador de ANG IV cuando cor ambos compuestos se coiriyectaban después

de un entrenamiento débil.

4.8 La facilitacion de la Memoria Contexto Sefial por el sistema

angiotensinérgico en Chasmagnathus esta mediada por ANG Il endégena.

La siguiente serie de experimentos fue disefiada con el propdsito de

poner a prueba las hipétesis planteadas. Para tal fin, se utilizé un antagonista

85



86

recientemente desarrollado (Dival), que es capaz de bloquear en roedores
todos los efectos conocidos de ANG IV, y que funciona como agente amnésico
cuando se inyecta i.c.v. en ratas (Wright, 1995).

En un primer experimento, tres grupos de cangrejos recibieron
entrenamiento débil (7 ensayos), para ser luego inyectados con el vehiculo,
ANG IV o ANG IV mas Dival. Ademas, se agregé un grupo control (VEH-CT)
inyectado con el vehiculo. Todos los grupos tenian 35 cangrejos.

VEH-CT vehiculo-control

VEH-TR vehiculo-entrenado

ANGIV-TR ANG IV 5pmol-control
ANGIV+DIV-TR |ANG IV 5pmol+ DIV 5pmol-entrenado

Los resultados en la sesion de evaluacién se muestran en el Fig. 4.14.
Las comparaciones previstas entre cada grupo entrenado y VEH-CT revelaron
una diferencia significativa solamente para ANGIV-TR contra VEH-CT [F (1,
132)=5.44; p < 0,05]. Asi, el efecto facilitador de ANG IV resulté bloqueado
cuando se la coinyectaba con el antagonista especifico Dival.
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FIGURA 4.14: - Sesi6n de evaluacién - Efectos de la co-inyeccién de ANG IV con su antagonista DIV,
administrados inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento débil (7 ensayos separados por
171 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas. Sesion de evaluacion de 2 ensayos. Animales inyectados con
solucion fisiolégica de crusticeos (VEH), con ANG IV 5 pmol(ANGIV) y ANG IV, 5pmol mas DIV 5
pmol (ANGIV+DIV). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig. 4.2
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Un segundo experimento exploré el efecto de Dival con relacién a ANG
li. Si la hipotesis segun la cual la facilitaciéon de la memoria por ANG Il es
debida a su metabolito activo ANG IV fuese cierta, deberia esperarse que una
inyeccion de Dival seria capaz de bloquear tal facilitacion. Tres grupos de
cangrejos fueron entrenados con protocolo de entrenamiento débil (7 ensayos)
e inmediatamente después inyectados cor el vehiculo, ANG lI, o ANG Il mas
Dival. Ademas, un grupo de control (VEH-CT) fue inyectado con el vehiculo,

Todos los grupos tenian 36 cangrejos.

VEH-CT vehiculo-control

VEH-TR vehiculo-entrenado

ANGII-TR ANGII 50pmol-control

ANGII+Dival-TR ANGII 50 pmol+ Dival 5 pmol-entreriado

Los resultados en la sesiéon de evaluacién se muestran en la Fig. 4.15.
Las comparaciones planeadas entre cada grupo entrenado y VEH-CT revelaron
una diferencia significativa para ANG Il [F (1, 136)= 7.76, p<0,05] asi como
para ANGIi+DIV-TR [F (1, 136)=5.67, p< 0,05}, indicando que Dival no es
capaz de revertir el efecto facilitador de ANG I, es decir, que ANG Il induce |a

facilitaciéon de la memoria independientemente de ANG IV.
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FIGURA 4.15: Efectos de la co-inyeccion de ANG II con Dival (DIV), administrados
inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento débil (7 ensayos separados por 171
seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas. Sesion de evaluacién de 2 ensayos. Animales inyectados con
solucidn fisioldgica de crusticeos (VEH), con ANGII 50 pmol (ANGII) y ANGII 50 pmol mas
DIV 5 pmol (ANGII+DIV). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig. 4.2

Este uitimo resultado estd en desacuerdo con la hipétesis que ANG IV
es el unico agente angioterisinérgico con efecto facilitador sobre el MCS de
Chasmagnathus. Sin embargo, para concluir que la hipétesis alternativa es
correcta, es decir, que ambas angioterisinas estan modulando la MCS, se
requeriria demostrar el papel endégeno tanto de ANG |l como de ANG IV. Una
aproximacion expenmental habitualmente usada para aceptar el papel
endégeno de un neuropéptido facilitador en un proceso de memoria es
demostrar efectos amnésicos de su antagonista (De Wied 1997). En nuestro
caso, antagonistas de ANG |l y de ANG |V, deberian exhibir efecto amnésico
después de un entrenamiento fuerte.

Se formaron tres pares de grupos de cangrejos (CT-TR). Un par fue
inyectado con vehiculo (VEH), un segundo par con antagonista para ANG |V,
Dival y, un tercer par con el antagonista para ANG Il, SAR. Los grupos TR
recibieron un entrenamiento fuerte de 30 ensayos y las inyecciones se
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administraron inmediatamente después de la sesi6n de entrenamiento. Cada
grupo tenia 34 individuos.

VEH-CT vehiculo-control

VEH-TR vehiculo-entrenado

DIV-CT Dival 5pmol-control

DIV-TR Dival 5pmol-entrenado
SAR-CT Saralasina 50 pmol-control
SAR-TR Saralasina 50 pmol-entrenado

Los resultados que corresponden al bloque de dos ensayos de la sesién
de evaluacién, se ven en la Fig. 4.16. Las comparaciones planeadas
demostraron una diferencia significativa para VEH-CT contra VEH-TR [F (1,
128)=11.26, p<0.01] y entre DIV-CT contra DIV-TR [F (1, 128)=9.44, p<0.01],
pero no para el par SAR-CT SAR-TR ni para los controles. Tampoco se obtuvo
ningun efecto amnésico de Dival con dosis de 50pmol o 5 nmol/animal, ni con

inyecciones dadas pre-entrenamineto (datos no mostrados).
De esta manera, mientras que SAR mostré un evidente efecto amnésico

sobre la MCS, confirmando una vez mas resultados anteriores, no se produjo
efecto amnésico debido por la inyeccidn del antagonista de ANG IV, Dival.
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FIGURA 4.14: - Sesion de evaluacién - Efectos de la inyeccién de los antagonistas de ANG II (SAR) ¥
ANG IV (DIV), administrados inmediatamente después de un protocolo de entrenamiento fuerte (30
ensayos separados por 81 seg.), sobre la MCS evaluada 24 horas. Sesion de evaluacion de 2 ensayos.
Animales inyectados con solucidn fisiolégica de crusticeos (VEH), con SAR 50 pmol(SAR) y DIV 5
pmol (DIV). Grupos controles (CT) y entrenados (TR). Simbolos como Fig. 4.2.

4.9 El antagonista de ANG I, SAR, revela un efecto amnésico en un protocolo
de entrenamiento masivo

Como se explicé en la Introduccion (Introduccién, 1.4.5), la MCS se
adquiere siempre que se de un entrenamiento espaciado de 15 o mas
ensayos con un intervalo mayor a 27 segundos. Si el intervalo es igual 0 menor
a 9 segundos, s6lo se puede demostrar retencion de la memoria en una sesion
de evaluacién a 24 horas, si se da un entrenamiento cornt mas de 100 erisayos,
0 sea un entrenamiento masivo (EM). Asimismo, esta retencién se expresa
sélo en la fase de re-entrenamiento de una sesion de evaluacion de seis
ensayos. A este ultimo tipo de memoria basada en un EM se la denominé
Memoria Sefial (MS). Se ha podido identificar una serie de diferencias
comportamentales y fisiolégicas entre MCS y MS (Introduccién, 1.4.5).

El protocolo experimental usado a lo largo de esta Tesis esta basado en
el entrenamiernto espaciado, es decir, se trata de un estudio centrado en la
MCS. Sin embargo, en el siguiente experimento se va a recurrir a un protocolo
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de entrenamiento masivo y el proceso mnésico a considerar sera aquel de la
MS. Nos proponemos explorar si el antagonista de ANG Il, SAR, tiene también
efecto amnésico sobre la MS. La posibilidad de que el sistema
angiotensinérgico esté involucrado en dos mecanismos mnésicos diversos,
tiene interés en al menos dos aspectos. Primero, estaria de acuerdo con lo que
se ha sefialado como una caracteristica de los sistemas modulatorios del
almacenamiento de la memoria, es decir, la posibilidad de influenciar formas
diferentes de memoria (Cahill, 1996). Segundo, plantearia como tema a
investigar en Chasmagnathus, la relacion entre la accion moduladora de las
angiotensinas y diversos sistemas de neurotransmision y vias de trarisduccion
de senales que se viene describiendo separadamente para la MCS y la MS
(Introduccién, 1.4.5). Se formaron los siguientes grupos:

Grupo Inyeccién pre- | Entrenamiento Evaluacion
entrenamiento

VEH-CT Vehiculo - 6 ensayos, EM

VEH-TR Vehiculo 300 ensayos, EM (6 ensayos, EM

SAR-CT SAR 50 pmol - 6 ensayos, EM

SAR-TR SAR 50 pmol 300 ensayos, EM (6 ensayos, EM

Los resultados de la sesiéon de evaluacién (Fig. 4.17) se resumen en tres
puntos.

a) No se presentan diferencias significativas entre controles VEH-CT y
SAR-CT tanto en el primer ensayo como en la fase de re-entrenamiento.

b) No hubo diferencia entre VEH-CT y VEH-TR respecto al primer
ensayo, pero si en la fase de re-entrenamiento [F(1, 153)= 5.16, p< 0.05] (Fig.,
4.17), un resultado esperado ya que la MS sélo se expresa en la fase de re-
entrenamiento de la evaluacién (Introduccién, 1.4.5).

c) Cuando se compararon los grupos SAR-CT vs SAR-TR, no se
pudieron encontrar diferencias tarito en el primer ensayo como en la fase de re-
entrenamiento, revelando asi el efecto amnésico del agonista también en este
tipo de memoria. Tampoco se pudieron detectar diferencia en los grupos VEH-
TR y SAR-TR durante el entrenamiento (datos no preseritados)
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Fig. 4.17: Sesi6n de evaluacién de 6 ensayos 24 h después de un protocolo de entrenamiento
masivo (300 E, intervalo entre ensayos de 4 seg.). Inyeccién pre-entrenamiento de VEH: grupos
vehiculo, SAR: inyectados con 50 pmol del antagonista de ANGII, saralasina. Simbolos como Fig.
6.2.

4.10 Conclusiones del Capitulo 4

ANG Il, pero no ANG IV, seria la angiotensina endégena que
desempeiia un papel significativo dentro de la cascada de los acontecimientos
relacionados con la adquisicibn y/o la consolidacibn de la MCS en
Chasmagnathus. Tal conclusion es sostenida por tres lineas de evidencia
basadas en los experimentos de este capitulo.

Primero, ANG |l tiene un efecto facilitador de la memoria puesto que
mejora la retencién de la MCS cuando es inyectada después de un protocolo
de entrenamiento débil. La posibilidad de algin efecto amnésico esta
descartada, pues la MCS no es afectada aiin después de administrar grandes
dosis de ANG |l antes o después de un protocolo de entrenamiento fuerte.
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Segundo, la saralasina, antagonista de ANG |1, suprime la facilitacién de
la memoria cuando se coinyecta con ANG Il después de un entrenamiento débil
y, ademas, exhibe un efecto amnésico notable cuando es dada después o
antes de un entrenamiento fuerte.

Tercero, ANG IV demuestra un efecto facilitador que es bloqueado por
Dival, antagonista de ANG IV [un resultado sobre la memoria similar al
obtenido en mamiferos (Wright, 1995)], pero no produce efecto amnésico

En resumen, ANG Ii actuaria como reforzador o facilitador de la MCS. El
receptor de ANG IV no parece estar involucrado en la cascada de eventos
relacionados con la MCS.

El hecho que este neuropéptido intervenga en los dos procesos
mnésicos anteriormente mencionados, MCS y MS, es coherente con la idea de
que la ANG Il estaria actuando como parte de un sistema extrinseco de
memoria (Kovaks, 1994), es decir, no seria un componente del proceso
mnésico en si mismo. La accion facilitadora de ANG Il pareceria entonces
mnésica inespecifica, ya que MCS y MS son dos tipos diferentes de memoria
que, a pesar de originarse en la presentacion reiterada de un mismo estimulo
de peligro, difieren en la duracién del intervalo entre erisayos y presentan
caracteristicas muy distintas (Introduccion, 1.4.5). Es importante notar aqui que
nuestros resultados indican que los anatgonistas especificos para AT1 y AT2
(DUP y PD respectivamente) (Capitulo 4, 4.4 y 4.8), no parecen tener efecto
sobre los receptores de Chasmagnathus, pero si los anatgonistas de origen
peptidico usados (SAR y DIV) (Capitulo 4, 4.5 y 4.8). Tampoco hemos podido
revelar efecto facilitador de los antagonistas, DUP y PD.

Resulta llamativo que esta accion amnésica de SAR se dé sobre la
MCS, ya que esta memoria, a diferencia de la MCS, parece ser insensible a los
inhibidores de la sintesis proteica (Hermitte, 1999). En otras palabras, resulta
llamativo que la MS de duracién intermedia (menos de 3 dias) no sea afectada
por una paralisis de la sintesis de proteinas cercana al 90% y de dos horas de

duracion, pero si por una interferencia en el sistema de las angiotensinas
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provocada por un antagonista de vida media corta. Este contraste, ademas de
reinstalar la discusién acerca de la posibilidad de una memoria de duracién
intermedia independiente de la sintesis de proteinas, plantea un tema central
de proximas investigaciones, a saber, la relacién del sistema de las
angiotensinas con dos mecanismos mnésicos diferentes, el de la MS y el de la
MCS. Cabe advertir que existen dos modelos de invertebrados donde esta
situacion parece repetirse. Un modelo es el de Drosophila, que seria capaz de
formar un tipo de memoria insensible a anestesia y a inhibidores de sintesis
proteica (Tully, 1994). Un segundo modelo, muy bien estudiado, es el
aprendizaje apetitivo a un estimulo olfativo en abejas (Meller, 1996; Menzel,
1996). Esta memoria no es afectada por inhibidores de sintesis proteica
cuando se evallua hasta tres dias luego del entrenamiento (Menzel, 1996), pero
si al cuarto dia (Wustenberg, 1998). Se distingue asi en la abeja, dos formas de
memoria, una indeperdiente de sintesis proteica, o memoria intermedia (3
dias), y otra de largo plazo, cuatro dias o mas. Sin embargo, diversos
neurotransmisores (e.g. acetilcolina, octopamina) estan irnvolucrado en la

adquisicion, consolidacion y recuperacion de ambas formas de memoria
(Menzel, 1996).
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Capitulo 5

Resultados: Papel funcional del efecto
de las angiotensinas sobre la memoria
en Chasmagnathus. En busca de un
disparador endogeno del efecto

mnésico de las angiotensinas
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5.1 Hipotesis

Si se consideran los resuitados de las sesiones anteriores claramente
indicativos que las angiotensinas potencian la memoria a largo plazo en este
cangrejo, cabria preguntarse ¢;cual puede ser el papel funcional de esta
modulacién de la memoria en Chasmagnathus?

Como se menciond en la Introduccién (Introduccién, 1.4.3), se ha dado
una respuesta algo genérica a este tipo de pregunta en trabajos de mamiferos;
se ha dicho “seria ventajoso, tanto como econémico, poder regular el
almacenaje de la memoria de manera tal que la fuerza con que una memoria
se consolida esté relacionada con la importancia que tiene la experiencia para
el animal” (Cahill, 1996). Sin embargo, para obtener una respuesta mas
concreta, seria necesario, antes que nada, investigar cual es el acontecimiento
que activa este mecanismo modulador. La pregunta inicial se convierte asi en
la siguiente: ;qué cambio en el medioambiente induce esta facilitacion de la
memoria en Chasmagnathus?

Nuestra hipdtesis es que un mismo estimulo externo dispararia acciones
coordinadas de las angiotensinas, de tal manera que éstas sean responsables,
al menos en parte, de una rutina comportamental coherente del animal que
incluya, entre otros cambios, alteraciones en la capacidad de almacenar la
memoria. Esta idea coincide en lo fundamental, con el esquema tedrico
propuesto por Wright (Wrigth, 1994), segun el cual una alteracién ambiental,
como la escasez de agua, activa en mamiferos una serie de acontecimientos
fisiologicos y comportamentales. Los cambios fisiolégicos llevan al animal a
preservar la mayor cantidad de agua posible, mientras que los segundos llevan
a aumentar los niveles de exploracion del terreno, asi como cambios en
capacidades mnésicas, lo que en su conjunto tiende a elevar la posibilidad que
el animal encuentre una fuente de agua.

Por lo tanto, en el centro de nuestra hipétesis esta la suposicién que un
cambio externo produce un aumento en el nivel de angiotensinas vy, al
mismo tiempo, una mejora de la MCS junto a modificaciones adicionales
en otras variables.

Pero, ¢qué cambio externo? Dos hechos basicos han venido a

sugerirnos que un cambio en la salinidad medioambiental seria el estimulo
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disparador de mecanismos mediados por péptidos similares a angiotensinas.
Primero, Chasmagnathus es un animal eurihalino [habita generaimente en
agua salobre (10,0 a 14,0%0)], pero capaz de vivir en agua de muy diversas
salinidades (D'incao, 1992). Segundo, estudios anteriores en diversas
especies de peces eurihalinos mostraron correlatos positivos entre

concentracién en el cerebro de ANGII y salinidad ambiental (Galli, 1996).

5.2 Exposicién a distintas salinidades.

Puesto que Chasmagnathus vive en zonas salobres (10-14%o), se
consideré como salinidad estandar a 12%.. Durante los experimentos de este
Capitulo, los cangrejos fueron expuestos a condiciones mas controladas de
salinidad (2.5, 12 0 33%e¢ ). Se ubicaron sélo 20 animales en los tanques de
exposicion, consistentes en recipientes similares en tamafio a los tanques
colectivos pero cerrados, con 2 litros de agua renovados diariamente, y
salinidad controlada mediante densitometria éptica.

5.3 La exposicion a la alta salinidad aumenta el nivel de las angiotensinas del

cerebro.

Con el fin de evaluar si la exposicion de los animales a medios con
diferentes niveles de salinidad alteran los niveles de angiotensina, tres grupos
de 50 animales cada uno, fueron colocados por seis dias en tanques de
exposicién con agua de diversas salinidades (2,5, 12 6 33%o).

TANQUES DE EXPOSICION

Grupos | TIEMPO DE EXPOSICION [SALINIDAD DEL MEDIO
2.5 6 dias 2.5 %o

12 6 dias 12 %o

33 6 dias 33%o
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Después de los 6 dias, el nivel del inmunorreactividad similar a ANGII
en hemolinfa, cerebro y ganglio toracico de Chasmagnathus es estimado por
RIA. La razon para elegir tal periodo de la exposicién es que un choque
osmoético como el debido al cambio de la salinidad en los grupos 2,5 0 33%o,
induce oscilaciones amplias en osmolaridad de la sangre en las primeras
horas, recuperando el valor constante luego de horas a dias segun la especie
de cangrejo (Bromberg, 1995; Pequeux, 1995). Especificamente, se sabe que
Chasmagnathus recupera su nivel constante de sodio en hemolinfa dentro de
los 6 dias de exposicién a un medio de salinidad mas alta o baja de 12 %, i.e. a
2.5, 33 6 45 %o (Luquet, 1992).

Los resultados de este experimento se exhiben en la Fig. 5.1. El nivel de
inmunorreactividad en el cerebro (ganglio supraesofagico) fue notablemente
mas alto para el grupo 33 que para el 2,5 0 12 % [ANOVA de una via: F (3.13):
5,863, p< 0,019; Prueba de Duncan: p< 0,01], mientras que no se pudo ver
ninguna diferencia entre los grupos cuando se compararon los niveles del
péptido en el ganglio toracico o en hemolinfa.

Asi, la permanencia en un medioambiente de alta salinidad durante un
periodo de tiempo en el cual los animales recuperan por completo la
osmolaridad de la hemolinfa, se correlaciona con un aumento en el nivel de

material inmunorreactivo similar a ANG |l en el cerebro.
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F IGURA 5.1: Niveles de inmunorreactvidad similar a ANG II luego de mantener los animales en
distintas salinidades, evaluada por RIA. A) supraesofigico, B) toricico y C) hemolinfa. Simbolos *~,
p < 0.01, Duncan test.

5.4 La exposicion a la alta salinidad facilita la_memoria en Chasmagnathus.

Conforme con los resultados precedentes y con el hecho que ANG Ii
inyectada inmediatamente después de un entrenamiento débil facilita la MCS,
otra prediccidon de nuestra hipétesis es que la alta salinidad inducirda una
facilitacion de la memoria.

Dos experimentos fueron realizados con el propésito de poner a prueba
esta prediccién.

En uno de ellos, dos grupos CT-TR de cangrejos fueron expuestos por
seis dia en los tanques de exposicion, luego sometidos a un protocolo de
entrenamiento débil en los actdometros (7 ensayos separados por 171 seg.),
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alojados en los contenedores individuales por 24 h y retornados a los

actometros para la evaluacién (dos ensayos). Durante todo esta fase, la

salinidad del agua fue de 12%.. Inmediatamente después del entrenamiento, un

par CT-TR fue inyectado con solucién salina y otro par con ANG Ii (50 pmoles).

La siguiente tabla resume los grupos:

Pares de|TANQUES DE EXPOSICION | ACTOMETROS TANQUES | ACTOMETROS
grupos INDIVI-
CT-TR DUALES

EXPOSICION |[SALINIDAD |ENTRENAMIENTO EVALUACION
VEH 6 DIAS 12 %o 7 ENSAYOS 24 h 2 ENSAYOS
ANGIlI |6 DIAS 12 %o 7 ENSAYOS 24 h 2 ENSAYOS

Los resultados que corresponden a los dos ensayos de evaluacién
mostraron una diferencia en el par ANGII, i.e. ANGII-CT vs. ANG-TR, pero no
en el par VEH, i.e. VEH-CT vs. VEH-TR (Fig.5.2). Las comparaciones
planeadas revelaron una diferencia significativa entre CT y TR de ANGII [F
(1.96) = 5,2, p<0.05] pero no entre grupos salinos ni entre los grupos control.
Asi, el efecto facilitador de ANGII sobre la MCS también se puede revelar

después de una larga estancia en un tanque con 2 It de agua cuya salinidad fue

de 12%o.
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FIGURA 5.2: Efecto de la inyeccién de ANGII, administrada inmediatamente después de un
protocolo de entrenamiento débil horas (5 ensayos separados por 171 seg.), sobre la MCS
evaluada 24 h después del entrenamiento, utilizando animales mantenidos en tanques de
exposicion a 12%o. Sesién de evaluacion de 2 ensayos. Animales inyectados con solucién
fisiologica de crusticeos (VEH), con 50 pmol de ANGII (ANGII). Simbolos como Fig. 4.2.

Un segundo experimento incluyé tres pares CT-TR mantenidos en
diferentes salinidades, a saber, 2,5, 12,0 o 33,0%0, durante 6 dias en los
tanques de exposicién, un protocolo de entrenamiento débil (7 ensayos) y
dos ensayos de evaluacién. La salinidad de cada grupo se mantuvo durante
todas las fases del experimento. Ningun grupo fue inyectado.
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Pares  de TANQUES DE ACTOMETROS |TANQUES ACTOMETROS
grupos CT- EXPOSICION INDIVIVUA-
TR LES
EXPOSI- |SALINIDAD |ENTRENA- 24 h EVALUACION
CION MIENTO
2.5 6 DIAS [2.5 %o 7 ENSAYOS  [2.5 %o 2 ENSAYOS
12 6 DIAS |12 %o 7 ENSAYOS 12 %o 2 ENSAYOS
33 6 DIAS |33 %o 7 ENSAYOS 33 %o 2 ENSAYOS

Como se ve en la Fig. 5.3.A, no hubo diferencias entre los grupos en el

nivel de actividad durante un periodo de 10 minutos previos al inicio de la

sesion de entrenamiento, ni en nivel de la respuesta de los grupos TR durante

los siete ensayos del mismo (Fig. 5.3 B), indicando asi que las diferencias en la

salinidad medioambiental no tienen ningln efecto en los niveles de actividad ni

respuesta.
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Fig. 5.3 Registro de actividad de animales sometidos a diferentes salinidades del medio. A) niveles
basales de actividad registrados durante los diez minutos previos al entrenamiento. B) niveles de la
respuesta de escape durante los 7 ensayos del entrenamiento. Izquierda: nomenclatura para los
diferentes grupos.
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Sin embargo, los resultados que correspondieron a la sesion de
evaluacién del bloque de 2 ensayos, llevada a cabo 24 h después del
entrenamiento, mostraron diferencias. Mientras que los cangrejos mantenidos
en 2,50 12,0 % no exhibieron diferencias entre los grupos entrenados y
controles, la retencion fue evidente para 33,0 %o (Fig. 5.4), [F (1.186) = 4.5,
p<0.05). Una retencion robusta también fue obtenida usando una salinidad del
medio de 45.0 %0 en vez de 33.0 %0 (datos no presentados).
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Fig. 5.4. Efecto facilitatorio sobre la MCS revelado luego de mantener los animales por 6 dias
a 33 %o. Tres pares de grupos controles-entrenados fueron expuestos a diferentes salinidades
(2.5, 12 y 33 %o) durante 6 dias, seguido por un PED (7 ensayos, IEE 171 seg.), y evaluados
luego de 24 h con dos ensayos. Simbolos como en Fig. 5.2.

Por lo tanto, una cantidad escasa de entrenamiento (protocolo de
entrenamiento débil) puede generar MCS tanto por la inyeccion de post-
entrenamiento de ANG Il como por haberse expuesto a los animales por 6 dias
a una salinidad de 33%., es decir a un nivel elevado en comparaciéon con su
medioambiente natural (12%o).
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5.5 El nivel de las angiotensinas del cerebro aumenta con la duracién de la

exposicion a alta salinidad.

Los experimentos siguientes se realizan para evaluar los niveles de ANG
Il en el ganglio supraesofagico (cerebro) por periodos menores de seis dias.
Cuatro grupos de 40 cangrejos cada uno, fueron colocados en tanques con
diversos tiempos de exposicion. Para un grupo, la salinidad era de 33%o
durante cuatro dias después de haber sido trasladados desde los tanques
colectivos (agua salobre); para un segundo grupo, 12%. durante los primeros
dos dias y 33%0 durante los dos dias siguientes; para un tercer grupo, 12%o
durante cuatro dias y transferidos a 33% durante una hora antes del
entrenamiento; y para un cuarto grupo, la salinidad se mantuvo en 12%o
durante los cuatro dias. Después de permanecer en los tanques de la
exposicion, el nivel de inmunorreactividad similar a ANGI| es estimado en pools
separados de 10 ganglios supraesofagicos (cuatro pools para cada grupo)
mediante RIA.

Los resultados se exhiben en Fig. 5.5. Un examen de esta figura sugiere
un aumento en el nivel de inmunorreactividad similar a ANG Il en los cerebros a

medida que aumenta la duracién de la exposicién a alta salinidad (33%o).
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Fig. 5.5. Niveles de material inmunorreactivo similar a2 ANGII evaluado por RIA luego de
mantener a los animales a 33 %o por O h, 1 h, 2 0 4 dias. La inmunorreactividad fue evaluada

por RIA en pools de 10 ganglios supraesofagicos (n=4). Tukey test de comparaciones
multiples; *, p< 0.05.
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Un ANOVA de una via mostré un efecto principal significativo (F=3.56,
p=0.047). Solamente el grupo expuesto por cuatro dias en 33 %e mostré un
nivel de inmunorreactividad estadisticamente mas alto que el de cuatro dias en
12%0 [p<0.04; test de Tukey HSD].

5.6 La facilitacion de la MCS depende de la duracién de la exposicién a alta
salinidad y no es atnbuible a estrés osmotico.

Los resultados precedentes sugieren una relacion funcional directa,
mediada por las angiotensinas, entre alta salinidad y facilitacion de la memoria.
Sin embargo, la facilitacion de la MCS podria explicarse en términos de estrés
inducido por el cambio abrupto en salinidad del medio, ya que esta bien
documentada la influencia del estrés en diversos modelos de memoria (Cahill,
1996). Se sabe que un cambio en la salinidad medioambiental genera
alteraciones en otras variables en cangrejos, que se consideran parte de las
respuestas al estrés hiperosmético; e.g. aumento de glucosa y de glicina-betina
(Nery, 1993). Tales sintomas del estrés osmoético se muestran mas fuertemente
durante las primeras horas después del cambio en la salinidad, desapareciendo
totaimente luego de una semana.

Por lo tanto, si la facilitacion de la memoria fuese atribuible al estrés, se
esperaria que se manifieste nitidamente desde un periodo breve de exposiciéon.
Con el fin de explorar esta prediccion, se hicieron tres experimentos, cada uno
incluyendo dos grupos CT-TR: un par mantenido en los tanques de la
exposicién con 12,0 % y otro con 33,0%. En el Experimento 1, los animales
permanecieron en los tanques por 1h; en el Experimento 2, por 2 dias; y en el
Experimento 3, por 4 dias. No se administraron inyecciones en ningun
experimento. Después de la estancia en los tanques de exposicién, todos los
grupos pasaron por las mismas fases: 7 ensayos de entrenamiento, 24 horas
de intervalo entre sesiones, y dos ensayos de evaluacién, manteniendo la
misma salinidad.
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EXPERI | PARES TANQUES DE ACTO- TANQUES ACTO-
MENTO| DE EXPOSICION METROS INDIVIDUA- | METROS
GRUPO LES
S
EXPOSI- | SALINIDAD | ENTRENA- 24h EVALUA-
CION MIENTO: CION
Nuamero de Numero de
€nsayos €nsayos
EXP [12-1h [ 1hora [12 %o 7 12 %o 2
1 33-th [ 1hora |[33% 7 33 %o 2
EXP [12-2d [2DIAS [12% 7 12 %o 2
2 [332d [2DIAS [33% 7 33 %o 2
EXP [12-4d [4DIAS [12% 7 12 %o 2
3 [334d [4DIAS [33% 7 33 %o 2

Los resultados correspondientes al

bloque de dos ensayos de

evaluacion se muestran en la Fig. 5.6. Las comparaciones revelaron que la

Unica diferencia significativa corresponde al Experimento 3, es decir al par 33,0

%o CT-TR después 4 dias [F (1.120) = 4.9, p<0.05] (Fig. 5.6 A).
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Fig. 5.6. Efectos sobre la MCS de la exposicién de los animales a alta salinidad (33%o). Cada
experimento incluyé dos pares de grupos CT-TR, uno mantenido a 12 y otro a 33%o, seguido por
un PED (7 ensayos, intervalo 171 seg.). Tiempos de exposicion de lh (A), 2 dias (B) y 4 dias
(C). Comparaciones planeadas entre cada par CT-TR. Simbolos como en Fig.5.2.
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Asi, se observo retencion después de 4 dias en la salinidad mayor, pero
no luego de 1 h 0 2 dias en 33,0%o, es decir después de un periodo de tiempo
que podria suponerse de mayor estrés osmético. Por lo tanto, estos resultados
excluyen una explicacién del efecto facilitador por estrés osmético, sugiriendo
que el efecto sobre la memoria s6lo se hace manifiesto cuando la fase
reguladora que sigue al choque osmético se ha completado y, paralelamente,
cuando el nivel de péptidos similares a ANGII alcanza el nivel mas alto (Fig.
5.5).

5.7 La facilitacion de la MCS tampoco puede ser explicada por mayor saliencia

contextual

Experimentos previos en el laboratorio demostraron que la MCS implica
una asociacién entre el contexto y la sefal (Tomsic, 1998), refiriéndose
principalmente a sefiales visuales de contexto. Sin embargo, si la salinidad
medioambiental fuese también una sefial contextual relevante, entonces
deberia esperarse que una salinidad mas alta resultase en mayor saliencia del
contexto y por ende en mayor adquisicion y/o consolidacién de la MCS.
Consistente con esta suposicion, se ha demostrado que la saliencias también
son importantes en memorias asociativas en invertebrados (Pelz, 1997).

Con el fin de poner a prueba esta interpretacion, se llevé a cabo un
experimento que incluye un cambio de salinidad entre entrenamiento y
evaluacion. (Fig. 5.6). La hipétesis es que si la salinidad es importante como
estimulo tonico contextual, una incongruencia entre entrenamiento-evaluacién
se reflejaria en una peor retencion de la MCS.

Dos grupos de cangrejos que habian estado previamente en salinidad
estandar 12 %o fueron colocados en actémetros conteniendo agua con salinidad
de 33,0%o, donde recibieron 15 ensayos del entrenamiento para luego ser
retornados a recipientes individuales de 12%o por 24 h antes de la sesidén de
evaluacién (grupos TR). Como en otros experimentos, se corrieron grupos
controles (grupos CT). La mitad de los animales de cada grupo (TR y CT) fue
evaluado en la misma salinidad en la que han sido entrenados, es decir en
33,0 %o (par 33-33) y el resto (par 33-12) en 12,0%o.



PARES | TANQUES DE| SALINIDAD EN TANQUES | SALINIDAD EN
DE EXPOSCICION | ACTOMETROS | INDIVIDUALES | ACTOMETROS
GRUPOS
SALINIDAD | ENTRENAMIENTO 24h EVALUACION
33-33 12 %o 7 ENSAYOS 12 %o 2 ENSAYOS
33 %o 33 %o
33-12 12 %o 7 ENSAYOS 12 %o 2 ENSAYOS
33 %o 12 %o
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Ninguna diferencia fue detectada durante el entrenamiento (datos no
presentados). Por el contrario, hubo una diferencia significativa entre CT y TR
durante la evaluacién tanto para el par 33-12 (Fig. 5.7) [F (1.114) = 8.11
p<0.01] como para el par 33-33 [F (1.114) = 5.12, p<0.05)]. Por lo tanto, el
cambio de salinidad no deteriora la MCS, contradiciendo la suposicién que la

salinidad del medio es un estimulo ténico contextual de gran saliencia. Este
resultado, junto al hecho que un protocolo de entrenamiento débil precedido
por la pre-exposicion a alta salinidad por periodos de dos dias o una hora no

producen MCS, hace inviable la explicacion alternativa propuesta.
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Fig. 5.7. —Sesion de evaluacion - Salinidad como clave contextual. Los animales, mantenidos en 12
%o, fueron entrenados en un contexto de alta salinidad (33 %e) con un protocolo de entrenamiento
fuerte (15 ensayos, IEE 171 seg.). Sesion de evaluacién, bloque de dos ensayos, con salinidad
congruente (derecha 33-33) e incongruente (izquierda 33-12). Simbolos como en 5.2.

Conclusiones del Capitulo 5

La permanencia en un medio de la alta salinidad por un periodo de
tiempo en el cual se espera esté recuperada por completo la osmolaridad de la
hemolinfa, se correlaciona con un aumento en el nivel de las angiotensinas en
el cerebro y con un incremento en la capacidad de memoria. Estos resultados,
junto con la demostracién que la administracion exégena de ANG Il tiene un
evidente efecto facilitador de la memoria, abren la posibilidad de que exista una
conexiéon funcional entre la regulacién del balance de fluidos corporales y la
modulacién de la memoria, mediada al menos en parte, por una accion del las
angiotensinas. Este esquema se discutird en el capitulo siguiente donde se
integraran todos los resultados de esta Tesis.
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Cabe recordar que en crustaceos, existen numerosos datos acerca de
los efectos fisiolégicos sobre procesos osmorregulatorios usando
homogenatos provenientes de ganglio opticos, supraesofagicos y toracicos,
pero poco es conocido acerca de cuales son los
neuromoduladores/neurohormonas especificos, salvo para las aminas
(McNamara, 1991; Kamemoto, 1991, (Mantel, 1986; Fingerman, 1997). En este
mismo sentido, se ha descripto en decapodos de agua dulce expuestos por
mas de seis dias a agua de mar un aumento en la actividad neurosecretoria en
neuropilos anteromediales protocerebrales (McNamara, 1993). En este
neuropilo se encontré inmunorreactividad positiva a ANG |l en Chasmagnathus
(Fig. 3.3). Mientras que no hemos detectado cambios, en el ganglio toracico y
en hemolinfa, en la cantidad de inmunorreactividad similar a ANG I, si lo vimos
en el supraesofagico luego de exposiciones a un medio ambiente de alta
salinidad de 4 o 6 dias, y probablemente antes.

Como se expuso en la Introduccién (Introduccién, 1.9.6), peces
eunhalinos muestran altos niveles de ANG |I centrales cuando son mantenidos
en agua de mar por 24 h o mas, en comparacion con aquéllos que estan
adaptados a aguas salobres (Galli, 1996). La capacidad de ANGI! de incrementar
la ingesta de agua, es uno de los mecanismos adaptativos basicos para la
aclimatacién al agua de mar (Fuentes, 1997). Phillips (Galli, 1996) plantea la
posibilidad de un mecanismo de ying y yang entre los niveles centrales del factor
natriurético atrial en peces y ANGII; ademas del aumento de CNP central en
animales mantenidos en aguas salobres, se detecta una caida en los niveles de
este péptido en plasma. Este dato es importante, ya que Turrin (Turrin, 1992)
describié un aumento, estimado por RIA, en los niveles de inmunorreactividad
similar a ANP en hemolinfa de cangrejos que son sometidos a medio ambientes
de alta salinidad, sugiriendo que este péptido tiene también en crustaceos un
papel osmorregulador. Este antecedente esta en concordancia con la nocion que
varios de estos mecanismos hayan aparecido tempranamente en la evolucién,
abriendo asi la posibilidad que este mecanismo ying-yang de ANG II-ANP esté
también presente en crustaceos.



Capitulo 6

Discusién general y conclusiones
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6.1 Presencia de neuropéptidos similares a ANG |l en el SNC de

Chasmagnathus e inferencias acerca de sus posibles funciones.

6.1.1 Presencia.

Como un primer paso en esta Tesis, se han descripto y/o localizado
algunos de los componentes del sistema angiotensinérgico.

Se encontré material inmunorreactivo similar a ANG I, mediante RIA, en
hemolinfa, hepatopancreas, branquias, ganglios toracico y supraesofagico;
ademas, se describi6 actividad similar a la enzima convertidora de angiotensina
en ganglio toracico y branquias.

Mediante inmunohistoquimica se detecté inmunorreactividad similar a
ANG Il en: a) médula externa y lamina ganglionaris, identificando cuerpos
neuronales inmunorreactivos (Figura 3.2), tratAdndose de tipos neuronales no
descriptos previamente (Nédssel, 1977; Strausfeld, 1980); b) procesos
neuronales en neuropilos del ganglio supraesofagico, protocerebro antero
medial y |6bulo olfatorio (Fig. 3.4). Ademas, revelamos una fuerte reactividad
en la glandula del seno, aunque sin poder identificar el origen de los axones
(Fig. 3.4).

Estos resultados constituyen la primera evidencia de la presencia de
angiotensinas en todo el phylum de artrépodos, teniendo en cuenta que si bien
en insectos se habia definido actividad similar a enzima convertidora de
angiotensina y se habia clonado el gen respectivo, esta enzima tiene actividad
sobre multiples sustratos (Introduccién, 1.9.7). Los resultados bioquimicos de
esta Tesis, junto con el hecho que angiotensina | y renina se secuenciaron en
sanguijuelas (Laurent, 1996a; Salzet, 1997) y que, también, se ha sugerido una
accion osmorreguladora en poliquetos (Fewou, 1995), apoyan la hipétesis que
el sistema de las angiotensinas surgié tempranamente en la evolucién.

Como se dijo en la Introduccion (Introduccion, 1.3.2), la presencia de un
sistema peptidérgico que surge tempranamente y es conservado en la
evolucién animal, no es una excepcion, siendo la familia vasopresina-oxitocina
otro buen ejemplo. Miembros de esta familia han sido secuenciados y clonados
en invertebrados. Asi, la conopresina, se ha descripto como
neurotransmisor/neuromodulador tanto en el SNC como en érganos

reproductores de moluscos (Van Kesteren, 1995) y, la anetocina, un péptido
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de la familia de oxitocina, se ha identificado en anélidos, ademas de dos
receptores para este péptido (Satake, 1999).

6.1.2 Inferencias sobre funciones.

Existen argumentos para pensar que las zonas del SN de
Chasmagnathus en las que hemos mostrado inmunorreactividad podrian estar

involucradas en algunas de las etapas del proceso mnésico bajo estudio.

a) Laminay médula externa:

Wiersma (Wiersma, 1982) considera que los
procesos neuronales de la /amina y médula externa y sus respectivos cuerpos
neuronales, actiuan en el procesamiento de la informacién relacionada con la
habituacion a estimulos visuales. Componentes de la médula externa y la
lamina han sido muy estudiados en el procesamiento de senales visuales en
decapodos (Glantz, 1983, 1995, 1998a y b; Wiersma, 1982) y seguin algunos
autores estas estructuras pueden considerarse como parte del sistema visual
(Nassel, 1977). Dado que se ha detectado inmunorreactividad similar a ANG |l
en éstas areas (Fig.3) y que tanto la MCS como la MS se basan en informacién
de tipo visual, es posible especular que la funcion mnésica de este sistema
peptidérgico en Chasmagnathus se ejecuta ya a este nivel inicial del
procesamiento de la informaciéon visual. Otros neuropéptidos, presentes
también en vertebrados, han sido también descriptos en /amina y médula
externa, e. g. sustancia P y encefalinas (Mancillas, 1981; Fingerman, 1997),
pero no hay ninguna evidencia acerca de sus funciones.

La presencia, y posible funcién, de angiotensinas en areas involucradas
en la integracion de estimulos visuales es un hecho conocido en vertebrados.
Las angiotensinas estan presentes en el coliculo superior y modulan la
excitacion neuronal provocada por estimulos visuales en ésta area (Michels,
1994; Marabet, 1997). Ademas, el SRA esta involucrado en vias de
neurotransmisioén retinales en humanos (Jurklies, 1995) y se encuentra en

areas del SNC que integran informacién visual en aves (Medina, 1998).
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b) Protocerebro
Respecto a la presencia de inmunorreactividad similar a ANGII
en el neuropilo protocerebral anteromedial y el Iébulo olfatorio de
Chasmagnathus (Fig. 3.4), se ha propuesto que estas estructuras estan
implicadas en procesos de integracion visual y olfatoria (Nassel, 1987).
Sandeman (Sandeman, 1992) las propone como lugares de integracion o
asociacion, ya que no se ha podido relacionarlas con alguna aferencia primaria.
Finalmente, si bien los Iébulos olfatorios reciben aferencias de la los pelos
quimioreceptores de la primera anténula, se los considera también un area de
asociacion por inferencia de los resultados obtenidos en otros artrépodos, i.e. la
abeja (Menzel, 1996).
Dentro de este marco es importante notar que camarones expuestos a
alta salinidad, presentan un aumento de la actividad neurosecretoria en los
neuropilos anteromediales (ganglio supraesofagico) (McNamara, 1993), area

inmunorreactiva para los anticuerpos que usamos en Chasmagnathus (Fig.3.3).

c¢) Glandula del seno:

Una mencién especial merece la demostracion de inmunorreactividad
similar a ANG 1l en la glandula del seno, 6rgano neurohemal que forma junto al
oérgano X un complejo que produce y libera hacia la hemolinfa una serie de
hormonas que, a la par de los 6rganos Y y mandibulares, regulan gran cantidad
de las funciones en crustaceos, (Charmantier, 1994; Eckhardt, 1995). La
presencia de las angiotensinas en este sistema, considerado homélogo al eje
hipotalamo-hipéfisis de los vertebrados (Cook, 1983), sugiere que estaria aqui
uno de los origenes de la ANGI! circulante que hemos descripto en hemolinfa.
En este sistema neuroendécrino se han descripto también otros neuropéptidos
presentes en vertebrados, como vasopresina, vasotocina, oxitocina, MSH, FSH
y LH (Fingerman, 1993).

Ademas, se sabe que la funcién osmorreguladora, estd mediada por
hormonas de naturaleza peptidica liberadas desde la glandula del seno, entre
otros sitios de liberacion (Pequex, 1995; Eckhardt, 1995; Kamemoto, 1991;
Fingerman, 1997), aunque no se ha identificado especificamente al péptido
involucrado. Puede considerarse que la presencia de péptidos similares a ANG
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Il en éste tejido, sugieren que las angiotensinas, liberadas a la hemolinfa desde

la glandula del seno, regulan el movimiento de iones en decapodos.

b) Branquias

Otra sugerencia de que las angiotensinas pueden estar involucrados en
procesos osmorregulatorios es la descripcion de inmunorreactividad similar a
ANGI! y actividad similar a ECA en branquias (Capitulo 3). Este tejido juega un
papel preponderante en los procesos osmorreguladores, donde la mayoria de
los parametros que regulan la permeabilidad al agua e iones son afectados
durante estos procesos (Charmantier, 1994) y, ademas, es uno de los
principales érganos blanco de las hormonas involucradas en dichos procesos
en crustaceos (Kamemoto, 1991). La presencia de componentes del sistema
angiotensinérgico en este tejido favorecen la hipétesis que estos péptidos
actuen sobre las branquias, probablemente alterando las permeabilidades, a
corto y largo plazo, como lo hacen en sistemas excretores de vertebrados (Liu,
1987).

Ademas, en un cangrejo eurihalino que comparte el habitat con
Chasmagnathus, Uca Uruguayensis, se han descripto cambios morfolégicos en
branquias de animales expuestos a agua de mar que implican adaptaciones a
ese ambiente (Luquet, 1997). Dado que ANG |l es considerado como factor
troéfico en vertebrados, tanto en neuronas como en varios tejidos periféricos
(Blume, 1999; Hilgers, 1998), este péptido podria estar involucrado en algunos
de los cambios descriptos anteriormente.

6.2.- Acciones mnésicas de angiotensinas en Chasmagnathus.

Los trabajos farmacolégicos de esta Tesis apoyan la idea de que
neuropéptidos similares a ANG |l son facilitadores endégenos de procesos
mnésicos, ya que cumplen con la mayoria de las condiciones propuestas por
De Wied (De Wied, 1997), a saber:

1- estan presentes en areas probablemente involucradas en procesos

de memoria, como se discutié6 en el punto anterior sobre la base de los datos
del Capitulo 3.



116

2- su accién facilitadora es dosis y tiempo dependiente. Los efectos
hipermnésicos por aporte exégeno desaparecen cuando se administran una
hora después del entrenamiento (Capitulo 4).

3- el bloqueo de la actividad de péptidos enddgenos, mediante
antagonistas de ANG ||, provoca efectos amnésicos que también son tiempo-
dependientes (Capitulo 4).

Conforme a las condiciones propuestas por De Wied (De Wied, 1997)
faltarian dos para definir a ANG Il como un facilitador endégeno. En primer
lugar, seria necesario demostrar que neuronas de Chasmagnathus son
capaces de liberar ANG |l y que ésta seria capaz de alterar la excitabilidad
neuronal. Sin embargo, la descripcién de fibras y somas inmunorreactivos para
un anticuerpo contra ANG Il en el cerebro del cangrejo (Capitulo 3) parecen
apoyar fuertemente la idea de que estas neuronas liberarian este neuropéptido.
En segundo lugar, deberian identificarse receptores en areas involucradas en
estos procesos mnésicos.

Otra de las caracteristicas de un sistema modulador mnésico es que
sea capaz de influir diversos procesos de memoria (Cahill, 1996). En
conformidad con este criterio se ha demostrado que el antagonista de ANG I,
SAR, es capaz de bloquear tanto un aprendizaje asociativo (MCS) como uno
no asociativo (MS) (Capitulo 4).

La posibilidad de que esta accién moduladora positiva sea inespecifica,
es decir que se deba a efectos sobre estados motivacionales, percepcion 6
atencion, parece excluida por el hecho de que no se reveld ninguna diferencia
entre grupos controles ni alteraciones en la respuesta, cuando las drogas
fueron administradas antes del entrenamiento.

Nuestros experimentos soportan la hipétesis de que ANG |l endégena, y
no ANG |V, tiene un papel facilitador en la MCS. Es interesante destacar que
estos resultados en Chasmagnathus contrastan con los varios experimentos en
roedores sefialando que la ANG |V, a través de su receptor AT4, tiene una
accion hipermnésica, ya que agonistas de AT4 facilitan la memoria mientras
que un antagonista muestra efectos amnésicos (Wright, 1997, 1999). No
obstante, existe hoy una controversia frente a los verdaderos ligandos del
receptor AT4 en vertebrados. Algunos autores consideran que el verdadero

ligando es un metabolito activo de las angiotensinas, ANG |V, mientras otros
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sugieren que es un fragmento de globinas beta-a y beta-b. La distribucién de
receptores especificos para este fragmento es idéntica a la de ANG IV v,
ademas, el fragmento de globina produce internalizacion de receptores AT4
mientras que la ANG |V no tiene este efecto (Moeller, 1997, 1999).

Los resultados de esta Tesis sugieren que los efectos debidos a la
administracion de ANG Il no se deben a su accién sobre el receptor de ANG V.
Ilgualmente, no se pudo observar que alguno de los efectos provocados por la
administracion de ANG |l en mamiferos, tanto de manera central como
periférica, sea mediado por AT4 (Wright, 1997).

En nuestro conocimiento, este es el primer trabajo que tiene como tema
de investigacion el papel de los neuropéptidos en procesos de memoria
utilizando como modelo un invertebrado.
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6.3.- Papel funcional del efecto de las angiotensinas sobre la memoria en

Chasmagnathus: _un__disparador _endoégeno del efecto mnésico de las

angiotensinas.

Como se discutié en la Introduccién, es muy frecuente que a un mismo
neuropéptido se le atribuyan diversas funciones, siendo un ejemplo tipico,
justamente, el de las angiotensinas. Existen al menos dos maneras distintas de
considerar esta complejidad de aciones.

Conforme a una primera vision, los neuropéptidos evolucionaron bajo
diferentes presiones selectivas en varios canales de informacién. Con la
creciente demanda que involucr6 un aumento en la complejidad de los
animales, los péptidos modificaron su funcién a través de la evolucién y/o
adquirieron multiples funciones en una misma especie (Mayers, 1991). La
multiplicidad de funciones seria necesariamente el resultado de una estrategia
conservadora del proceso evolutivo. Asi, una gran variedad de funciones
especializadas pueden ser descriptas para las vasopresinas en el sistema
nervioso, desde animales muy primitivos y en taxones muy diversos, por
ejemplo, actuando como hormona neurohipofisiaria en mamiferos y como
veneno en Conus (Satake, 1999). Este punto de vista concuerda perfectamente
con el planteo de Nicholls que mencionamos en la Introduccién (Nicholls,
1994).

De acuerdo a una segunda visiéon que contrasta con la primera, las
diversas acciones de un mismo neuropéptido deben ser colocadas dentro de
un esquema de relaciones funcionales y secuencia de eventos. La muitiplicidad
de funciones que un neuropéptido muestra en una misma especie, estarian
coordinadas entre si y articuladas de manera tal de producir una respuesta
adaptativa ante un cambio ambiental (Kravitz, 1989). De aqui surge la idea de
considerar a un neuromodulador como un “orquestador”’, es decir como una
sefial quimica que a través de diversas modificaciones en la actividad del
sistema nervioso central o periférico, 6 en el nivel metabélico, conduce al
animal a una rutina comportamental coherente frente a un cambio en el

ambiente (Kravitz, 1978; Edwards, 1999; Bicker, 1989; Sombati, 1984)
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Conforme a esta idea, Wright (Wright, 1994) plante6 su esquema
especulativo acerca de la accion mediadora de las angiotensinas ante una
disminucién en la disponibilidad de agua (Introducciéon, 1.1). Otro ejemplo de
esta manera de pensar lo da Morley con respecto a la accion de las
endorfinas, tanto en vertebrados como en invertebrados, en la coordinacién
de acciones fisiolégicas y comportamentales dirigidas a la obtencion de
alimentos y a asegurar la eficiencia de los procesos metabdlicos relacionados
con la alimentacién (Morley, Flood, 1987; Morley, 1983, 1995, 1986, 1995;
Terenius, 1992).

Basandonos en el segundo modelo interpretativo, tratamos de interpretar
los resulatdos del Capitulo 5, seglin los cuales la permanencia en un medio
de alta salinidad se correlaciona con un aumento en el nivel de los

angiotensinas en el cerebro y con un incremento en la capacidad de
almacenar la memoria.

La poblacion de Chasmagnathus con la que trabajamos vive en zonas
intertidales con aguas salobres (10-14%o), pero excepcional y transitoriamente
habita un medioambiente de %0 33,0 (D’incao, 1992). De ahi entonces que sea
tentador considerar que este medio representa para Chasmagnathus un
desafio que activaria mecanismos angiotensinérgicos diversos. Un incremento
en el contenido de sal del agua provocaria un aumento en los niveles de
angiotensinas en el cerebro. La alteracién en el contenido de angiotensinas
induciria, a su vez, acciones destinadas a rectificar el contenido de agua y
sodio en sangre, asi como cambios comportamentales que incluirian un
aumento en la capacidad de adquisicion y/o consolidacion de memoria,
permitiendo al cangrejo uno respuesta mas eficiente ante la amenaza de un
predador.

Las angiotensinas actuarian entonces como
“orquestadores/organizadores que coordinan un conjunto de acciones
fisiologicas y comportamientos tendientes a asegurar una respuesta altamente
adaptativa frente a cambios en las condiciones hidricas del medio ambiente”.

Consideramos que esta Tesis constituye el primer trabajo empirico que
apoya el esquema teérico sugerido por Wright y otros autores acerca de la
funcién orquestadora de las angiotensinas (Wright, 1994, Fitzsimons, 1998).
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6.4 Antigiiedad de los neuropéptidos y antigiiedad de sus funciones.

Los resultados de esta Tesis siguieren no solo que péptidos similares a
las angiotensinas estan muy conservados a lo largo de la evolucion, si no,
también, que su doble funcién como osmoreguladores y moduladores de la
memoria, aparece ya tempranamente en la historia evolutiva.

Esta persistencia de la relacion neuropéptido-funcién no se compadece
con la idea de un neuropéptido con diversidad de funciones como resultado de
la estrategia conservadora de la evolucion, y por lo tanto, sin relaciones de
esas funciones entre si. Contrariamente, la persistencia de la relacion
neuropéptido-funcion es compatible con el modelo que concibe a estos
compuestos jugando el papel de orquestadores de funciones diversas.

No sabemos cuan frecuentes pueden ser los ejemplos de la
conservacion de funciones para un neuropéptido. Podemos mencionar como
ejemplos, ademas del papel de las angiotensinas en la regulacién del equilibrnio
hidrico y la memoria, la funcién de opiaceos endégenos en la alimentacion
(Morley, 1995) o de la insulina en la regulacion del metabolismo de los hidratos
de carbono (Floyd, 1999). Cabe advertir que los invertebrados no son al
presente buenos candidatos para este tipo de estudio, ya que hay una notable
carencia de investigaciones acerca de las acciones de los neuropétidos en
funciones integradoras del sistema nervioso central (higher brain functions)
(Nassel, 1996). Sin embargo, como se ha visto a lo largo de esta Tesis,
Chasmagnathus ofrece una posibilidad unica de explorar la persistencia de la

relacion neuropéptido-funcion en cuanto a las funciones integradoras del
sistema nervioso central.
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