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Now you all Know
The bards and their song
When hours have gone by
I'll close my eyes
Inaworld far away
We may meet againg
But now hear my song
About the dawn of the night
Let's sing the bard song
Tomorrow will take us away
Far from home
Noone will ever know our names
But tha bards' song will remain
Tomorrow will take it away
The fear of today
It wiil be gone
Due to our magic songs
There's only one song
Left in my mind
Tales of a brave man
Who lives far from here
Now the bard songs are over
And it's time to leave
Noone should ask you for the name
Of the one
Whoa tells the story
Tomorrow will take us away
Far from home
Noone will never know our names
But the bard’s song will remain
Tomorrow all will be known
And you're not alone
So don't be afraid
In the dark and coid
'Cause the bards' song will remain
In my thoughts and in my dreams
They 're always in my mind
These songs of hobbits, dwarves and men
And elves
Come close your eyes
You can see them, too

Blind Guardian. 1992
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RESUMEN

La neurotransmision inducida por la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) se lleva a cabo
por medio de diferentes tipos y subtipos de receptores (5-HT ; - S-HT 4) que han sido
identificados por sus caracteristicas farmacolOgicas, secuencias de aminodcidos y
mecanismos de transduccion intracelulares. Estos receptores estan localizados en zonas del
sistema nervioso asociadas con los procesos de memoria y aprendizaje tales como la corteza,
el hipocampo, la amigdala, etc. En modelos animales se han utilizando compuestos
serotonérgicos tales como agonistas, antagonistas, inhibidores de la recaptura y depletores
para estudiar los mecanismos basicos del aprendizaje y la memoria. Los resultados de tales
estudios han llevado a la nocién que la activacion de los receptores 5-HT deteriora el
aprendizaje y la memoria mientras que su bloqueo favorece estos procesos. Los efectos que
tienen los farmacos sobre la adquisicidn v retencion del aprendizaje pueden ser diferenciados
por el momento en el cual son administrados. La administracion post-entrenamiento permite
estudiar los efectos que tienen los firmacos sobre la consolidacion de la memoria, mientras
que la previa al entrenamiento puede producir efectos seﬁsoriales, perceptuales,
motivacionales y/o motores asi como sobre la adquisicion. Se ha sugerido que los farmacos
serotonérgicos tienen aplicaciones terapéutica. También, es posible que estos farmacos
constituyan una herramienta para identificar los desordenes de los procesos de aprendizaje
y memoria.

El objetivo del presente estudio fue obtener evidencia adicional acerca de la participacion de
los receptores S-HT 2cma en la consolidacion de la memoria. Especificamente, se probo el
efecto del antagonista de los receptores 5-HT.cp SB200646 sobre la consolidacion de la
memoria en la tarea de automoldeamiento. También se evalud el efecto que tienen los
farmacos 1-NP (agonista 5-HTsaprps), mCPP (agonista 5-HT 1pi1nmwcs), DOI (agonista S-
HT,anc), LY215840 (antagonista S-HTacnpnam) ¥ mesulergina (antagonista 5-HTac) sobre la
consolidacion de la memoria. En una segunda fase se estudiaron las interacciones del
SB200646 con el 1-NP, mCPP, DOL LY215840, mesulergina, MDL100907(antagonista 5-
HT,4), escopolamina (antagonista colinérgico muscarinico) y dizolcipina (antagonista
NMDA). Estos dos altimos farmacos son ampliamente utilizados para provocar un

aprendizaje deficiente Ademas se administré sistémicamente PCA en combinacién con el




3 Restmen

SB200646. Los resultados indican que el SB200646 no tuvo efectos sobre la consolidacion
del aprendizaje al administrarlo en diferentes dosis. El mCPP, 1-NP, mesulergina ,
escopolamina y dizoleipina produjeron un deterioro en la consolidacion del aprendizaje. Este
efecto fue revertido por el SB200646 en las pruebas de interaccién. El DOIL, el MDL100907
y ¢l LY215840 no tuvieron ningiin efecto en la consolidacion de la memoria por si mismos.
Sin embargo, en las pruebas de interaccidn con estos farmacos se observo un lhigero
incremento en la consolidacidén del aprendizaje con el SB200646 y el MDL100907. Al
administrar el SB200646 en el grupo pretratado con PCA no se observo ningiin cambio en la
consolidacion del aprendizaje. En conjunto estos resuitados lievan a concluir que el bloqueo
de los receptores 5-HTapnc revierte los déficits en la consolidacion de la memoria inducidos
por fa activacion o bloqueo de algunos receptores de los sistemas serotonérgico, colinérgico

y glutamatérgico.
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1. INTRODUCCION

El aprendizaje y la memoria hacen posible que los seres vivos puedan adaptarse a los cambios
y restricciones del medio ambiente donde habitan. La importancia que tienen estos procesos
en el ser humano viene a ser evidente cuando este envejece. Por esta razdn ha surgido la
necesidad de descubrir tratamientos que puedan ayudar o evitar la presencia de problemas
cognitivos. También se ha intentado estudiar las bases que subyacen al aprendizaje y la

memoria por medio del uso de farmacos en modelos animales.

Son muchas las substancias neurotransmisoras que juegan un papel en los procesos cognitivos
(McGaugh & Cahill, 1997). Una de estas substancias es la serotonina (también llamada 5-
Hidroxitriptamina 6 5-HT) que se encuentra distribuida ampliamente en el sistema nervioso
central y estd implicada en varias funciones fisioldgicas que modifican la conducta (e.g.
apetito, termorregulacion, suefio, nocicepcion, conducta sexual, agresion, impulsividad,
percepcion, funciéon sensorial, conductas cognitivas) y fisiopatologicas (e.g. depresion,
desorden obsesivo-compulsivo, ansiedad, disfuncion sexual, desordenes alimenticios, autismo,
esquizofrenia, hipertension, émesis, migrafia, epilepsia, desordenes neurodegenerativos, etc.)
(Aghajanian, 1997, Buhot, 1997).

Existen diversos subtipos de receptores serotonérgicos identificados con base en criterios
bioquimicos, farmacoldgicos y de biologia molecular (Hoyer, 1994; Hoyer & Martin, 1997).
Estos receptores han sido divididos en siete familias (5-HT;-5-HT7) y en subtipos:
SHTianmpnenr S-HTzanpzc, S-HT3am6, 5-HT4war, S5-HTsass,  S-HTs vy 5-HT7am7crmd.
Un aspecto muy importante del estudio de farmacos serotonérgicos es su posible aplicacion
terapéutica en desordenes cognitivos relacionados con la vejez, la enfermedad de Alzheimer,
y la amnesia ya que la 5-HT se ha visto implicada en el tratamiento de desordenes
psiquiatricos como depresion, la ansiedad, el desorden obsesivo -compulsivo, €l alcoholismo,
etc. (Bher & Montigny, 1997; Keane & Soubrié, 1997).
La parte que subyace la participacion del sistema serotonérgico en los procesos de aprendizaje
______y memoria se apova en el hecho de que muchos de sus receptores estan localizadosen
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estructuras cerebrales implicadas en procesos cognitivos (como hipocampo, amigdala, corteza
frontal etc.; Buhot, 1997, Meneses, 1997). La evidencia que apoya la participacion de los
receptores a la serotonina en el aprendizaje v la memoria han arrojado resultados
inconsistentes. Por ejemplo, tradicionalmente se sostiene que la estimulacion de la actividad
serotonérgica en el cerebro deteriora el aprendizaje y la memoria, mientras que el bloqueo de
tal actividad los mejora. Actualmente existen evidencias que desafian este punto de vista
(Meneses, 1998; Meneses, 1999).

El objetivo de la presente investigacion fue estudiar el papel que tienen los receptores 5-
HT2pnc sobre la consolidacion de la memoria. La presente tesis estd conformada de diez
capitulos. En el primero (introduccidn) se intenta integrar al lector en el contexto genera. En
el capitulo B "Aprendizaje y Memoria" se incluyen algunos conceptos de aprendizaje y
memoria, asf como una breve explicacion del procedimiento de condicionamiento clasico y
una explicacion del modeio de aprendizaje de automoldeamiento, finalizando con una breve
presentacion de estudios en los que ha sido utilizada esta tarea de aprendizaje. En el capitulo
IIT *Receptores serotonérgicos™ se presentan datos generales de los receptores serotonérgicos,
desde su historia, clasificacion y localizacion en sistema nervioso central (SNC). Son
presentadas algunas implicaciones fisioldgicas, patofisiologicas y conductuales y farmacos
con afinidad por cada uno de los receptores a la 5-HT. En el siguiente capitulo (IV)
“Participacion de los receptores serotonérgicos en el aprendizaje y la memoria” se describen
los hallazgos mdas importantes acerca del papel que tienen  algunos sistemas de
neurotransmicion,ademas de explicar el papel que cada uno de los receptores 5-HT tienen en
el aprendizaje y la memoria. Ademas se documenta la participacion del subtipo de receptor 5-
HT; en el aprendizaje y la memoria, comentando la posible aplicacion terapéutica de este tipo
de estudios. Todo este marco tedrico sirve para apoyar el capitulo V "Justificacion del
estudio”. El capitulo VI "Método" describe detalladamente a los sujetos, los aparatos, los
compuestos y procedimientos utilizados en la investigacion. En el capituio VII "Resultados"
se hace un reporte de los efectos que tienen algunos firmacos sobre la consolidacién de la
memoria presentando graficas y analisis estadisticos. En el capitulo VII se discuten los
resultados obtenidos en el contexto del conocimiento actual sobre la participacion de los
receptores serotonérgicos en el aprendizaje y la memoria y su interaccion con otros sistemas

de neurotransmision. En el capitulo [X se enumeran las conclusiones surgidas al terminar este
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trabajo. En el capitulo X “Referencias” se presentan un listado de las fuentes consultadas para
la realizacion de este trabajo. Finalmente, el capitulo XI “Apéndice” se presentan conceptos de

la farmacologia y del aprendizaje y memoria que apoyen la lectura del presente escrito.
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II. APRENDIZAJE Y MEMORIA

El aprendizaje y la memoria son dos procesos de primordial importancia para la supervivencia
de las especies. En algunos casos estos procesos se ven afectados por factores tales como la
vejez, amnesia y enfermedades neurodegenerativas. Por esta razén ha sido necesario
desarrollar modelos en animales que permitan dilucidar las causas y el posible para desordenes

cognoscitivos que presentan algunos seres humanos.

Definiciones de Aprendizaje y de Memoria

Thompson (1986) plantea que -"el aprendizaje es un cambio en la conducta debido a la
experiencia y la memoria es la persistencia de dicho cambio”. Squire {1986) define al
aprendizaje como -"el proceso de adquisicion de informacién y la persistencia de esta a la
cual se tiene acceso posterior a la adquisicion lo llama memoria"-. Para Kandel (1997) el
aprendizaje es -"la modificacion de la conducta debida a la experiencia y la memoria es el
almacenamiento y preservacion de la informacion aprendida”-.

El aprendizaje, es entonces, el proceso mediante el cual se recolecta informacion que sirve
para modificar la conducta ante cambios ambientales. Por otra parte, la consolidacién es el
almacenamiento de informacion previamente adquirida y [a evocaciéon es entonces la
recuperacion de esa informacion a través del tiempo (Domjan, 1998; Kandel, Schwartz &
Jessel, 1997; Klein, 1994;Squire, 1986; Thompson, 1986).

Se han identificado dos formas de aprendizaje y memoria implicitos en la vida cotidiana:El
aprendizaje no-asociativo y el aprendizaje asociativo. Como aprendizaje no-asociativo
tenemos a la habituacion (que es un decremento en la respuesta debido a estimulacién
repetida), la sensibilizacién (se define como un incremento en la respuesta debido a una
estimulacion usualmente fuerte), deshabituacién (es el restablecimiento de una respuesta
habituada liberada por estimulacién) y aprendizaje imitativo. Por otro lado se ha identificado
al aprendizaje asociativo por medio de procesos experimentales como el condicionamiento

clasico (relacion de dos estimulos) y el condicionamiento operante (relacion predictiva entre
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estimulo-respuesta-estimulo). (Brunelli, Garcia-Gil, Mozzachiodi, Scuri & Zaccardi, 19953;
Squire, 1986; Thompson, 1986).

Paradigma de Condicionamiento Clisico

Los estudios de condicionamiento clasico comenzaron a principios de siglo con el trabajo del
fisidlogo Ivan Pavlov en perros (Domjan, 1998). SimultAneamente Edwin Twitmyer estudio el
condicionamiento clasico en el reflejo de flexion patelar evocado por el sonido de una
campana en estudiantes de preparatoria (Domjan 1998). El paradigma de condicionamiento
clastco consiste en la presentacion de dos estimulos (Figura 2.1), uno de los cuales puede ser
por ejemplo un tono o una luz (en el dibujo un metrénomo), mientras que el otro estimulo

puede ser por ejemplo alimento o una solucion liquida (agua simple, o de algin sabor

particular). )
{Condicionamiento clasico
Antes del condicionamlento Sahvacuon
Foexd Elu:rta a_y_t_omatlcamente
,; z T
A
L-.___.J._..ﬂv' . -..
Estimulo incondicionado El Respuesta incondicionada Rl
-
EY o
A4, 1No salivacion
Metronomo s 2 13
N £
f 2 AN,
Estimulo Condicionado EC No response of srclevant response
Purante el condicionamiento
. ;:_/O b C. Salwactén
Sequido por [N
'Lmetrénomo ﬁmg wpo -@. Willc‘r}a L RV
[‘_____‘;4-; ’ \ \/
i S 5
Estimulo Condicionado EC  Estimulo Incondicionado El Respuesta |0C0ngli'-‘-l°r
ada
Después del Condicionamiento . '
~ 2o Salivacion
/"‘7 (.':-\»."‘
Elicita SN
Metronorno SRR o ot S ‘\\ P -
,r‘ =\ J}‘v‘\s
b Z o 3
Estimulo Condicionado £C Respuesta Condicionada RC

FIGURA 2.1. Antes del condicionamiento la presentacién de alimento produce la salivacién del animal, mientras
que la presentacién del metrénomo no produce una respuesta relevante. Durante ¢l condicionamiento el
apareamiento repetido del metrdnomo con el alimento produce la respuesta de salivacién. Después del
condicionamiento 1a sola presentacion del metwdnomo produce la salivacion del animal. (Figura tomada de
Doinjan, 1998).
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El primer estimulo al que llamaremos estimulo neutro (EN), no produce una respuesta al ser
presentado (aunque podria producir una respuesta de orientacién), el segundo estimulo se
conoce como estimulo incondicional (El) este producird en el organismo, al ser presentado,
una respuesta instintiva en ausencia de la experiencia (por ejemplo: la preparacion para la
ingestién o salivacion) denominada respuesta incondicionada (RI). De tal manera que si
presentamos a un organismo (perro, rata incluso humanos) él EN e inmediatamente después el
EI (es decir, emparejando el EC con el EI), tras este condicionamiento la sola presentacion del
EN, que desde este momento se llamara estimulo condicional (EC) producira la respuesta de

salivacion que se conocera como respuesta condicionada(RC) (Domjan, 1998; Klein, 1994),

Automoldeamiento

El auvtomoldeamiento (o seguimiento de sefiales) es un paradigma experimental que
contribuye a una concepcidén contemporanea del condicionamiento pavioviano. Se ha
observado que los animales tienden a aproximarse y tener contacto con el estimulo que sefiala
la disponibilidad de alimento. En el ambiente natural, la disponibilidad del alimento casi
siempre es indicada por una caracteristica de la comida (por ejemplo el olor) que
aparentemente estd a distancia. Los animales al aproximarse y tener contacto con dichos
estimulos olfativos entran en contacto con el alimento. Por ejemplo para un depredador el olor,
los movimientos y el sonido de la presa son indicadores de la posibilidad de ingerir comida
(Domjan, 1998; Klein, 1994). El automoldeamienio se ha estudiado en el laboratorio
presentando estimulos visuales discretos justo antes de la entrega de una pequefia cantidad de
alimento. Esto es, se introduce al animal en el espacio experimental que contiene un operando
(Figura 2.2) en este caso es una palanca que es iluminada por un breve periodo de tiempo, el
alimento es entregado cuando la luz es apagada, independientemente de la conducta del
animal (Domjan ,1998; Terrace, Locurto & Gibbon, 1981).

El procedimiento del automoldeamiento fue descrito por primera vez en palomas por Brown y
Jenkins en 1968, Utilizaron una regla de reforzamiento en donde la liberacion de alimento era
condicional al estimulo pero incondicional a la conducta. Cuando presentaban a las palomas
una tecla iluminada seguida de la entrega de alimento de manera repetida se condiciond a

ciertos movimientos uno de estos fue que las palomas picoteaban la tecla iluminada. Por esto,
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los autores estuvieron interesados en analizar las condiciones responsables de la emergencia
de la respuesta automoldeada. Ellos encontraron que cuando presentaban el estimulo (tecla
iluminada) seguido de comida emergia en las palomas una respuesta a picar la tecla iluminada,
esto no pasaba al presentar primero la comida y luego el estimulo visual. También encontraron
que la Jocalizacion de la tecla cerca de la comida no es importante para que se produzca el
apareamiento pero lo que si es relevante es el uso de la tecla iluminada como estimulo. A esta
emergencia de "picar la tecla" la caracterizaron como un proceso de automoldeamiento cuya
direccion es impuesta por factores biologicos de ia conducta del animal. Y en este tipo de

asociacién entre la palanca y la entrega de comida permite establecer un condicionamiento

clasico.

Comparacion entre condicionamiento clasico y operante

=%

Condiclonamiento clasico: la comida es liberada independientemente de Ja respuesta del animal

® Lo N .o
| Condicionamiento Instrumental: La conducta det animal causa la presentacion del ajimento

FIGURA 2.2. En el condicionamiento instrumental 1a conducta del animal causa la entrega del alimento. En el
condicionamiento clsico la terminacion de un estimulo (luz) produce la entrega del alimento independientemente
de 1a conducta del animal. (Figura tomada de Domjan, 1998)

Una disertacion importante de este estudio fue que adquisicién la respuesta de los animales

quedaba bajo el control de un reforzador como resultado del orden del apareamiento entre




1§ Aprendizaje vy Memoria

estimulos (luz-comida). Williams y Williams (1969) utilizaron mas o menos el mismo
procedimiento, la modificacién que estos autores hicieron fue el omitir el estimulo reforzante
(grano) ante las respuestas de los animales (palomas), lo interesante fue que aparentemente la
conducta estaba regida por la asociacion luz-comida a pesar de que las respuestas de los
animales impedian la entrega del la recompensa (cabe mencionar que si no se presentaban
respuestas el grano era entregado). El automoldeamiento ha demostrado ser una herramienta
para investigar como es que las asociaciones entre estimulos son aprendidas (Domjan, 1998;
Terrace et al, 1981), la relacién o contingencia E-E es la responsable de la adquisicién y
mantenimiento de la respuesta al estimulo condicionado y esta relacién es tan fuerte que se
produce incluso cuando la emision de respuesta produce la omisién de la recompensa.

El procedimiento de automoldeamiento no solo ha sido estudiado en palomas sino en varias
especies tales como pollos, peces, lagartijas, perros, ratas, monos rhesus, mono ardilla,
humanos nifios y adultos etc. (Terrace et al 1981). Particularmente, en estudios de ratas se ha
usado como estimulo condicionado a la palanca retractil. En el procedimiento usado
comunmente la rata hambrienta se introduce a la camara experimental, se aproxima y hace
contacto con la palanca y algunas veces la presiona. Se ha encontrado que roedores privados
de alimento tienen contacto mas frecuententemente con la palanca relacionada con el alimento
en comparacidn con una palanca no asociada con la comida (Peterson, Ackil, Frommer v
Hearst 1972). En general los resultado en ratas son muy parecidos a los encontrados en

palomas.

Estudios Farmacolégicos que han utilizado la tarea de automoldeamiento

El automoldeamiento ha sido usado para estudiar el efecto que los farmacos tienen sobre el
aprendizaje y la memoria. Este tipo de investigaciones ayudan a identificar farmacos que
puedan ser utilizados para el tratamiento de desordenes cognitivos. Oscos, Martinez &
McGaugh (1988) utilizaron este procedimiento (con respuestas a palancas retractiles) en ratas
para evaluar los efectos de la d-anfetamina sobre la consolidacion del aprendizaje. Meneses y
Hong han usado este procedimiento (con respuestas a palancas retractiles) en combinacion
con fArmacos serotonérgicos en ratas normales (Hong & Meneses, 1997; 1996; Meneses &

Hong;;1995) e hipertensas y de edad avanzada (Meneses & Hong, 1998; Meneses, Terron,
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Ibarra & Hong 1997, Meneses, Castillo, Ibarra & Hong,1996). Recientemente Vanover &
Barrett (1998) utilizaron la misma tarea pero con una respuesta de conducta ("nose poke" o
contacto con la nariz) para evaluar firmacos serotonérgicos, replicaron algunos de los
resultados reportados por Meneses y Hong (1994). En ¢l capitulo IV se describiran con detalle
los resuitados de experimentos en los que se ha utilizado el procedimiento de

automoldeamiento junto con algunos firmacos serotonérgicos.
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IIL. RECEPTORES SEROTONERGICOS

Historia

En 1884 Stevens y Lee sugirieron la existencia de una substancia exdgena que funcionaba
como vasoconstrictora. Brodie (1900) demostrd que en el suero de Ia sangre obtenido
después de la coagulacién incrementaba el tono vascular. Treinta afios mas tarde Vialli y
Ersparmer estudiando la distribucion de las células enterocromafines descubrieron la
presencia de enteramina en el intestino, en las. plaguetas de Ja sangre y en el sistema
nervioso central. En 1947 Rapport reportd la existencia de una substancia vasotonica en
suero, la cual fue llamada serotonina { 5-Hidroxitriptamina, 5-HT). Posteriormente se
demostro que la serotonina era idéntica quimica v farmacologicamente a la enteramina.
Hamlin y Fisher (1951) pudieron sintetizar por primera vez a la serotonina. Twarog v Page
(1953) demostraron su presencia y su distribucién heterogénea en el cerebro de mamiferos
y sugirierén que podia actuar como neurotransmisor en el sistema nervioso central. Poco
tiempo después, Gaddum y Picarelli (1957) describieron en ileo de cobayo la existencia de
dos tipos de receptores que controlaban la contraccidn de este masculo a los que nombraron
D y M. Los D porque lo que bloqueaba la respuesta era la dibenzilina y M porque eran
bloqueados por la morfina. En 1969, Hong v cols. describieron a la quipazina, el primer
agonista sintético de la serotonina, que también parecia actuar sobre los receptores D vy
M.En 1979, Peroutka y Snyder marcaron radioactivamente a la serotonina (estudios de
radioligandos) y a farmacos agonistas de esta substancia, identificando dos receptores a los
que Hamaron 5-HT; vy 5-HT,. Pedigo (1981) describid que el 5-HT; presentaba distintas
formas dependiendo de la afinidad por el espiroperidol (con alta afinidad 5-HT; ., con baja
afinidad 5-HT)p) y los 5-HT,c con alta afinidad por la mesulergina. En 1986 Bradley v cols
al revisar las diferentes acciones de la serotonina tanto central como periféricamente
concluyeron que las acciones de esta substancia se debian a la interaccion de tres clases de
receptores : 5-HT2 vy 5-HT3 (D v M respectivamente), ademas de un grupo heterogéneo con
alta afinidad por la serotonina designado 5-HT ... Esta clasificacion fue modificada por
Peroutka {1990) que incorpord un nuevo subtipo el 5-HT,p, ademas de cambiar al subtipo
5-HTic por el 5-HTac por las similaridades farmacologicas y estructurales que presentaba el

tipo de receptor 5-HT)¢ por los 5-HT;. Aunque esta clasificacién no distinguiria a los
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receptores 5-HT1pe ¥ 5-HTpp. Después se propuso identifcar a los receptores en base a la
homologia estructural y sistema de transduccion; por lo que se distinguieron los receptores
acoplados a proteinas G, de los que estan ligados directamente a un canal idnico. La otra
forma de identificacidn fue por el sistema de transduccion, es decir, los 5-HTys, 5-HTx ., 5-
HTip y 5-HT4 estan asociados con la adenil ciclasa y los 5-HT; con la fosfolipasa C (PLC).
Frazer en el mismo aflo, propone una clasificacion de los receptores aniloga a la usada
para las enzimas: refiriendose al ligando que las activa, a la superfamilia (proteinas), al
sistema de segundo mensajero dominante y a la secuencia primaria de aminoacidos.
Aunque fue una buena opcidn, esta clasificacion recibid criticas ya que las enzimas y los
receptores son diferentes y el Giltimo croterio no es una caracteristica intrinseca del receptor,
ademas no tomaba en cuenta la caracterizacion farmacologica. Finalmente, Hoyer v cols
{1994) proponen tres criterios para la clasificacidn de los receptores serotonérgicos de
acuerdo a sus caracteristicas farmacologicas, de transduccion v estructurales ( Derek et

al, 1992; Zifa & Fillion, 1992; Orozco, 1996).

Criterios de Clasificacion

Los tres criterios que se utilizan (Hoyer et al, 1994, Hoyer & Martin, 1997) para la
clasificacién y nomenclatura de los receptores serotonérgicos son: el operacional, el
transduccional vy el estructural. El criterio operacional se refiere a la relacidén entre el
receptor y las caracteristicas de los farmacos (que pueden ser agonistas selectivos,
antagonistas selectivos), es decir, a la afinidad que presentan estos en estudios de unidn-
ligando. El criterio estructural trata de la estructua molecular del receptor ( secuencia de
aminoacidos que lo componen). Y el transduccional se basa en los eventos que ocurren una
vez que el receptor es activado, es decir, el mecanismo de transduccion intracelular ( si esta
ligado a un canal i6nico o ligado a la familia de proteinas G).

Sigutendo estos criterios se ha desarrollado la subdivision de los receptores serotonérgicos
actual (Fig. 3.1). El grupo 5-HT, ha sido dividido en 5-HTy4, 5-HTyg (h5-HT;p en bumanos
y r5-HT,p en roedores), 5-HT'ip, 5-HTie y 5-HT5. La familia 5-HT; fue dividida en 5-
HT:A (antes D), 5-HTos (previamente 5-HTzp) y 5-HTac (anteriormente 5-HT ). Otros
subtipos de receptores han sido agregados a la actual clasificacion, en el grupo 5-HT; se

conocen los subtipos 5-HT3. y 5-HT3, de la familia 5-HT4, 5-HT4, v 5-HT4,; del grupo 5-
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es decir, sus fibras llegan a casi todo el sistema nervioso (ganglios basales, hipotalamo,
talamo, hipocampo, corteza cerebral, cerebelo y médula espinal por nombrar algunas zonas)
(Fig. 3.2 y 3.3). La serotonina en el cerebro actua como neurotransmisor, ya sea
directamente o como neuromodulador a través de interacciones con otros sistemas de

neurctransmision .

Fig.3.2. Distribucitn esquematica de las neuronas serotonérgicas en el sistema nervioso central del
humano. CC=cuerpo callose, Csul=surco central, FC= corteza froutal, F=fornix, OB=buibo olfatorio.
Am=amigdala, Hipp= hipocampe, MB=cuerpos mamilares, MFB=ccrebro anterior medial, T=tilamo,
DG=giro dentado, DR=rafé¢ dorsal, VR=ventricule rafé, CER= cerchelo, P=puente, TCtx=corteza

temporal
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Generalidades de los receptores serotonérgicos .

Receptores 5-HT;
Como se menciond, esta familia se subdivide en 5-HT,4, 5-HTyp, 5-HTyp, S-HTye v S-

HTir. El subtipo S-HT:;a se ha encontrado concentrado en el sistema limbico.
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autorreceptor somatodendritico en nucleos del rafé e hipocampo (fig. 3.3). Activa un canal
de potasio e inhibe un canal de calcio. Participa en la ingesta de alimento, regulacion de la
temperatura, conducta sexual, aprendizaje y memoria, ansiedad, desorden obsesivo-
compulsivo, conducta violenta, esquizofrenia, alcoholismo,  depresion y funcién
cardiovascular (Gerhasrt & Heerikhuizen, 1997, Meneses & Hong, 1997%). Los receptores
5-HTigap estan localizados predominantemente, en terminales axomicas (fig.3.3). Los
receptores 5-HT g se localizan presinapticamenteen nicleos del rafé funcionando como
autoreceptores, y como heteroreceptores estan localizados en hipocampo y también ha side
localizado en globus pallidus, subculiculo dorsal del hipocampo, substancia nigra y
ganglios basales. Los receptores 5-HTip, se encuentra abundantemente en susbstancia
nigra, ganglios basales ,y se ha localizado en celulas de Purkinje en el cerebelo, en la region
CAl del hipocampo y en putamen-caudado. Ambos subtipos 5-HT;p y 5-HT)yp participan
en la liberacién presinaptica de serotonina y otros neurotransmisores (acetilcolina,
glutamato, dopamina, noradrenalina y acido gama amino butirico). Participan en la
respuesta contractil a la serotonina en arterias humanas, en aprendizaje y memoria,
migrafia, termoregulacion, respiracion, incremento de la ansiedad, locomocion, decremento
de la ingesta ded alimento, actividad sexual; vy en patologias como el trastorno obsesivo-
compulsivo (Pawels, 1997, Gerhasrth & Heerikhuizen; Pregenzer, 1997). Se ha reportado
que esta poblacién de receptores disminuye en pacientes con la enfermedad de Huntington
en la via que va de estriado a substancia nigra. Estos receptores también median y modulan
la neurotransmision serotonérgica. (Sar et al, 1997; Gerhart & Heerikhuizen, 1997). El
subtipo de receptor 5-HTig se ha localizado en corteza cerebral y estriado y se sabe poco
acerca de su papel fisiologico. El 5-HT;r participa en la inflamacién neurogénica producida
en un modelo de migrafia. Se ha localizado en cerebro anterior incluyendo regiones del
hipocampo (Hartig,1997; Gerharth & Heerikhuizen, 1997). El mecanismo de transduccién
de esta familia es por medio de las proteinas G decrementando la actividad de Ia
adenilciclasa. Ademas han sido descubiertos firmacos agonistas y antagonistas selectivos
para casi todos los subtipos de receptores de esta familia (tabla 3.4).

Receptores S-HT;

Esta familia de receptores 5-HT se ha dividido en tres subtipos: 5-HT,a, 5-HT2 ¥ 5-HT2¢

(tabla 3.5). Los 5-HT4 estan distribuidos ampliamente en el sistema nervioso central en
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areas como la corteza prefrontal, claustro, tuberculo olfatorio, neocorteza ademas se
encuentra en el tubo digestivo y plaquetas. Participa en funciones periféricas y centrales

tales como la contraccion de musculo liso, agregacion plaquetaria, control hormonal,

liberacidn de neurotransmisor, control de actividad sexual, regulacion del suefio, conducta
motora, aprendizaje y memoria y en desordenes psiquidtricos como epilepsia, migrafia,
ansiedad, depresion, esquizofrenia y alucinaciones. El receptor 5-HTp se describié primero

en el fondo gastrico y esta localizado en corteza, amigdala, nucleo caudado e hipotalamo.

El Gltimo miembro de esta familia, 5-HT ¢ se localiza en el plexo coroideo, tejido epitelial,
substancia nigra, globus palidus, neocorteza, hipocampo. Dentro de sus funciones se ha
visto que controla el intercambio entre sistema nervioso central y fluido cerebro espinal, y

ha sido asociado con la conducta motora y la modulacion de!l apetito. Esta familia de

Familia y Mecanismo de Agonistas Antagonistas
subtipos transduccion *selectivos *selectivos

5-HT2 Proteinas Gg/G1l

Incrementan la actividad de
la fosfolipasa C

5-HT2A c-metil-3-HT. DOI  Ketanserina®, MDL100907*

5-HT2B BWT723C86% SB200646, SB204741

5.HT2C o-metil-3-HT, DOI RS102221*, SB200646

Tabla 3.5 Receptores 5-HT; en mamiferos y sus principlales caracteristicas (adaptado de Martin, 1998;
Hoyer & Martin, 1997 ; Uphouse, 1997)
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receptores de la 5-HT tiene como sistema de segundo mensajero a las proteinasa G
incrementando la actividad de la fosfolipasa C. Cabe destacar que recientemente se han
descubierto algunos agonistas y antagonistas selectivos(tabla 3.5). (Goodman & Gilman,
1996; Hoyer & Martin, 1997).

Receptores 5-HT;

Este es el unico subtipo de receptor de monoamina neurotransmisora que funciona como un
canal ionico operado por ligandos(Goodman & Gilman 1996) (tabla 3.6). Su activacibén
produce una depolarizacién mediada por cationes. Esta situado en tubo digestivo y en el
sistema nervioso central se encuenira en mayor densidad en el nicleo del haz solitario y en
el area postrema. Ocupa una posicion somatodendritica subcelular v esta distribuido en la
corteza cerebral y en varias zonas del hipocampo. En sistema nervioso central y tubo
digestivo participa en la funcidén emética. Se han descrito algunos firmacos agonistas y
aniagonistas selectivos para este receptor {tabla 3.6) (Goodman y Gilman, 1996; Hartig

1997).

Familia y subtipos Mecanismo de transduccion  Agonistas  Antagonistas

*selectivos  *seiectivos

o3 Canat iénico de compuerta, 2-Me-5-HT* Tropisctron®,
3 promueve ¢l incremento de calcio mCFBG* ondangetron®,
intracciular granisctron®
5-HMT4 BIMUS*, GR113808*,
Proteina Gs RS67306%, SB204070*
ML10302*
Incrementan la actividad de Ia
5-HT3A Adenilcilcasa -~ --
3-HT3b -~

Tabla 3.6 Receptores S-HT;, 5-HT, ¥ 5-HT; en mamiferos y sus principlales caracteristicas (adaptado
de Martin, 1998; Hover & Martin, 1997 ; Uphouse, 1997)

Receptor 5-HT;

Este subtipo esta presente en todo el cuerpo. En sistema nervioso central esta localizado en

sistema limbico, particularmenyte en hipocampo sugtriendo su participacion en €l
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aprendizaje. Se acopla a una proteina G incrementando la actividad de 1a adenil
ciclasa{tabla 3.6). Se han descubierto farmacos agonistas y antagonistas selectivos para este
receptor. (Goodman & Gilman, 1996; Hoyer & Martin, 1997).

Receptor 5-HT;s

Este se ha dividido en 5-HTss v 5-HTsg El primero se ha localizado en de todo el cerebro,
mientras que el {ipo 5-HT's;, se restringe a la region CA1 del hipocampo, la habénula medial
y el nucleo del rafé. Su localizacién cromosomica en humanos y ratdn corresponde a
regiones en donde, si hubiera una mutacion, se produciria un desarrollo anormal del
cerebro, por esto se ha sugerido que el receptor 5-HTs, participa en el desarrollo cerebral.
La tabla 3.6 muestra el mecanismo de accion y los firmacos afines a este receptor. (Hoyer
& Martin, 1997: Gerharth & Heerikhuizen, 1997).

Receptor 5-HT,

Esta familia es expresada endogenamente en tejido neuronal, es decir, se ha localizado
solamente en en sistemna nervioso central, concentrandose en regiones corticales, limbicas y
estriadas. También se ha encontrado en membranas del nicleo caudado de cerdo y cuerpo
estriado de rata. Por su localizacion en sistema limbico se piensa que desempefia un papel
en los desdrdenes neuropsiquiatricos. La tabla 3.7 explica su mecanismo ded accion (Hoyer

& Martin, 1997, Gerharth & Heerikhuizen, 1997).

Familia y subtipos Mecanismo de transduccidn  Agonistas  Antagonistas

*gelectivos  *selectivos

%
5-HT6 Aproteina Gs - ﬁgﬁ.gf’? 11191a,
3-HT7 Incrementan la actividad de la - ) P

o Clozapina,
adenilciciasa .

espiperona,

LY215840

Tabla 3.7 Receptores 5-HT; y 5-HT,; en mamiferos ¥ sns principlales caracteristicas (adaptado de
Martin, 1998; Hoyer &Martin, 1997 ; Uphouse, 1997)

Receptor 5-HT;
Se han identificado variantes de este receptor en los humanos, estas han sido llamada h-5-

HT7a y hS-HT7b. En rata se han encontrado las llamadas r5-HT7c vy r-5-HT7d. Este
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receptor s¢ ha localizado en el nicleo talamico medial, sistema limbico y regiones
corticales (hipocampo, nucleo del rafé dorsal, substancia nigra e hipotalamo). Muestra
afinidad por compuestos antidepresivos y estd implicado en la conducta afectiva, procesos
sensoriales y regulacién de cambios circadianos. Se ha sugerido su participaciéon en
desordenes neuropsiquitricos debido a la afinidad que muestra por los neurolépticos. La
tabla 3.7 explica su mecanismo de accion y recopila algunos farmacos con afinidad por este

receptor.(Bglen et al, 1997; Hartig, 1997; Hoyer & Martin, 1997, Stam, 1997).
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IV. PARTICIPACION DE LOS RECEPTORES SEROTONERGICOS
EN E1L. APRENDIZAJE Y LA MEMORIA

Sistemas de neurotransmicion que participan en ¢l aprendizaje y 1a memoria

En los procesos de aprendizaje y memoria estd inmersa la participacion de varios sistemas de
neurotransmision (adrenérgico, GABAérgico, opioide, NMDA, colinérgico, dopaminérgico,
serotonérgico y oxido nitrico, entre otros), teniendo cada uno de ¢llos diferentes efectos sobre
la memoria y el aprendizaje (McGaugh & Cahill, 1997). Por ejemplo, €l bloqueo de los
receptores N-metil-D-Aspartato (NMDA o glutamatérgicos) previene la adquisicién pero no
la expresion del condicionamiento pavioviano al miedo en ratas (Kim, DeColla, Cadeira-
Ferndndez & Fanselow, 1991). En memoria de trabajo el bloqueo de receptores
glutamatérgicos y muscarinicos producen un deterioro en la ejecucion de ratas en la tarea de
corredor de tres paneles {Ohno,Yamamoto & Watanabe, 1993a). Por otra parte, el oxido
nitrico (ON) ha sido estudiado en varias especies tales como ratas, pulpos, conejos y pollos,
coincidiendo con la nocion que la presencia del ON facilita el aprendizaje v la memoria en
diferentes tareas tales como evitacion pasiva (Holscher & Rose, 1992), evitacidn inhibitoria
(Huang & Lee, 1995), memoria de trabajo,(Ohno, Yamamoto, Watanabe, 1993b; Estall, Grant
& cicala, 1993) aprendizaje tactil (Robertson, Bonaventura & Kohm, 1994), condicionamiento
palpebral v aprendizaje espacial (Chapman, Atkins, Allen, Haley & Steimetz, 1992). La
dopamina presenta efectos mediadores en memoria de trabajo espacial en monos (Cai &
Amsten, 1997), en alternacion demorada en primates (Watanabe, Kodama & Hikosaka, 1997),
en memoria de trabajo en humanos (Kimberg, D'esposito, & Farah, 1997) v en aprendizaje
espacial en ratas (Ploeger, Spruijt & Cools, 1992). El sistema colinérgico ha sido el sistema
por excelencia asociado con procesos cognitivos pues el blogueo en la actividad colinérgica
esta asociada con deficiencias en aprendizaje y memoria. Este sistema ha sido ampliamente
estudiado en diferentes modelos animales de aprendizaje y memoria (Aiger & Mishkin,1993;
Baratti, Opezza & Kopf,1993;Bymaster, Heat, Hendrix & Shannon; Decker & Majchrzak,
1993; Prado-Alcala, Haiek, Rivas, Roldan-Roldan & Quirarte, 1994; Roldan-Roldan,

Rolafios-Badillo, Gonzalez-Sanchez, Quirarte & Prado-Alcald, 1997), e incluso, este sistema
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ha sido correlacionado con las enfermedades que llevan implicito un desorden cognitivo (tales
como la enfermedad de Alzheimer).

Evidencia reciente indica que la serotonina también desempefia un papel en los procesos
cognitivos, El sistema serotonérgico ha sido presentado como un neuromodulador de los
procesos cognitivos por la interaccidbn que tiene con el sistema colinérgico
(Buhot,1997;Santucci, Knott & Harotunian,1996; Stecler, Sahgal Aggleton & Drinkenburg,
1998). Sin embargo, recienternente se ha propuesto la participacion per se de la serotonina en

el aprendizaje y la memoria (Meneses,1998)
Participacion de la S-HTY en el aprendizaje y la memoria

La participacion de los receptores serotonérgicos en el proceso de aprendizaje y memoria ha
sido un tema muy abordado. Se ha especulado que las diferencias encontradas en la
participacion de la actividad serotonérgica en estos procesos puede deberse a los roles
diferenciales de los diferentes subtipos de receptores. Con la ayuda de los diferentes modelos
conductuales que se han desarrollado a lo largo de los afios se sigue intentando integrar una
respuesta para explicar el papel que ejerce cada uno de los subtipos de receptores en el
aprendizaje y la memoria.

El punto de vista tradicional acerca de la participacién serotonérgica en los procesos
cognitivos ha indicado que se produce una mejora en el aprendizaje al activar lor receptores y
un deterioro al bloquearlos; esta vision se ha visto desafiada con la propuesta de ia
participacién que puede tener por si nusma la serotonina en los procesos cognitivos (Meneses,
1999).

La parte que subyace 1a participacion del sistema serotonérgico en los procesos de aprendizaje
y memoria se apova en el hecho de que muchos de sus receptores se han localizado en
estructuras cerebrales implicadas en el aprendizaje v la memoria (como hipocampo, amigdala,

corteza frontal etc.; Buhot,1997; Meneses & Hong, 1997b) (tabla 4.1 , Meneses,1999).

Deplecién, liberacién y alteracion de 3-HT
En investigacion bésica, la liberacion, deplecion serofonérgica o incluso la alteracion de la

sintesis de 5-HT han elucidado la participacion de la 5-HT en el aprendizaje vy la memoria.
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Brevemente, la fiberacion de 5-HT por medio de la administracion de la neurotoxina PCA (p-
cloroanfetamina)produce deterioro en la retencidén de la memoria en las tareas de laberinto
radial y prevencion pasiva en ratas (Santucci et al,1996); y en la tarea de prevencion pasiva
produce una perdida en la retencidn de la memoria en ratas, este efecto es prevenido por ¢l
pre-tratamiento con inhibidores de la recaptura de la 5-HT (Ogren, 1985). La restricion de
triptofano (precursor de la sintesis de 5-HT) en la dieta de ratas produce una mayor capacidad
para resolver el laberinto de Biel en comparacion con ratas con dieta normal (Gonzalez-
Burgos et al 1988). El tratamiento con el 5-HTP (precursos de la 5-HT) reduce el déficit de
aprendizaje espacial en ratas (Richter-Levin & Seagal, 1996). La deplecion de 5-HT durante
la sinaptogénesis decrementa la densidad sindptica 5-HT v esto tiene asociados déficits de
aprendizaje {Mezar,1997 citado en Meneses,1998). También el uso de inhibidores de la
recaptura de 5-HT, son usados para estudiar a la 5-HT por ejemplo, al aumentar {a cantiidad
de 5-HT en las neuronas pre y postsinapticas se ha visto que promueven la ejecucion en

diferentes tareas cognitivas (Meneses & Hong 1995; Meneses, 1998a;1998b).

Receptores S-HT,

El efecto de la estimulacion o bloqueo de estos receptores es controversial. Por ejemplo, la
activacion del receptor S-HTia por medio del agonista selectivo 8-OH-DPAT mejora la
consolidacion de la memoria a bajas dosis (0.015-0.062, 0.1 mg/kg i.p.), 1a adquisicion (dosis
15 y 30 mg/kg i.p.) en la tarea de automoldeamiento(Meneses & Hong, 1994). Usando la
misma tarea , el antagonista 5-HT1gsnp GR127935 en una dosis de 1.0 mg/kg i.p. deteriora y
en otra dosts (10.0 mg/kg i.p.) aumenta la consolidacién de la memoria y antagoniza ¢}
decremento productdo por el GR46611 (agonista 5-HTiapnp), TFMPP (agonista 5-
HTs1nnc) vy mCPP (agonista 5-HT pipinancs) (Meneses, 1997d). Del mismo modo , la S-HT
modulina (afinidad 5-HTipp) mejora el aprendizaje y antagoniza el efecto del TFMPP,
GR46611, GR127935, pero no a la escopolamina (antagonista colinérgico muscarinico)Hong,
Meneses & Fillion). El 8-OH-DPAT no tiene efecto por si solo en la adquisicidn del
.aprendizaje, sin embargo, es capaz de bloquear el deterioro producido por la escopelamina y
este efecto del agonista 5-HT'a es bloqueado a su vez por el antagonista WAY 100635 (Carli,
Bonalumi & Samanin, 1998).
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en Aprendizaje y Memoria
RECEPTOR 5-HT AREA CEREBRAL

5.HT 1# Hipocampo (giro dentado,CA1,CA3),seplwn lateral, rafe dorsal,corteza

entornial amigdala central.
5-HT 1B {rata y raton) globus pattidus, susbtancia nigra (pars reticulata)nucleo olivar pretectal,

subculicnlum dorsal coliculo superior(capa superficial).
3-HT 1D {en humanos y otras especies) globus pallidus, substancia nigra putamen-

caudado_nucleo acumbens, corteza frontal.
5-HT 1E corteza frontoparietal y estriada, putamen caudado, septum, hipocampo {giro dentado.

CA1-CA3),
5-HT IF corfeza frontoparietal (capas III-V) corteza cingulada, hipocampo(giro
dentado, CA1-CA3), putamen-caudado, amigdala, corteza entornial,
hipotalamo.
5-HT 2* claustro.tuberculo olfatorio,corteza frontal, neocorteza {capa IV).
5-HT 2B corteza, amigdala caudado, apocampo.
3-HT 2C piexo coroideo,substa ncia nigra, globus pallidus. neocoricza (capa
1), hipocampo (CA1,CA3).

5-HT 3 arnigdala, (nucleo basolateral), corieza entornial hipocampo,
5-HT 4A/B Hipocampo (CAl).caudado, amigdaia, colicufo superior.
5-HT' 5 Hipocampo, habenula
3-HT 5B habenula, hipocampo (CAI)
5-HT6 corteza prefrontal, corteza pitiforme, striatim, hipocampo(CA L CA3, giro

dentado), amigdala.
5-HT 7* Hipocampo, amigdala, coricza.
5-HT P Hipocampo

Tahla.4.1. Regiones cerebrales implicadas en el aprendizaje y 1a memoria (Meneses1998),
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Los antagonistas NAN-190 y pindolol incrementan la memoria en ratas en la tarea de
prevencion pasiva (Petrov, Belcheva, Konstantinova & Kehayov, 1995). La estimulacién de
los receptores 5-HTg por medio del agonista CP-93129 deteriora la ejecucion de ratas en la
tarea laberinto radial (Buhot, Patra & Naili, 1995). Debido a la importancia que representa el

subtipo 5-HT; se explicara posteriormente,

Receptores S-HT3

Los antagonistas y antagonistas 5-HT; tienen generalmente influencia sobre el aprendizaje.
Por ejemplo en la tarea de aprendizaje asociativo automoldeamiento se ha encontrado que la
mCPBG (agonista especifico 5-HTs) deteriora el aprendizaje mientras que los antagonistas 5-
HT; tropisetron (0.01 y 0.1 mg/kg) y ondansetron (0.1 y 1.0 mg/kg) mejoran este proceso y
revierten el efecto de la mCPBG (Meneses y Hong, 1996). En las tareas de prevencion pasiva
el tropisetron, pero no el ondansetron, revierte el déficit en memoria y ejecucion producido por
la escopolamina, sin embargo, el ondansetron si es capaz de revertir al antagonista
muscarinico en una tarea de aprendizaje espacial (Carli, Luschi & Samanin, 1997). Usando
también la tarea de prevencion pasiva, el itrasetron (antagonista 5-HT3) mejord la retencion de
la memoria (Pitsikas & Borsini, 1996; 1997).El efecto de estos tres compuestos se decrementa
con el pre-tratamiento de PCA lo que sugiere la participacion presinaptica de los receptores 5-
HT;. En la enfermedad de Alzheimer este receptor es el Unico que no sufre cambios
(Meneses, 1998a;1998b). El antagonista Y-25130 no presenta efecto al administrarlo solo,
pero puede atenuar el incremento de errores producidos por la escopolamina en una trarea que

implica la memoria de trabajo (Ohno & Watanabe, 1997).
Receptores 5-HT,

Los efectos de los agonistas 5-HT4 depende del momento en el cual son administrados y de la
tarea que se utiliza. Por ejemplo, los agonistas BIMU1 y BIMUS tienen efectos diferentes
dependiendo del tiempo en el que son administrados, en automoldeamiento estos compuestos
mejoran el aprendizaje al administrarse pre-entrenamiento y lo deterioran si se administran
post-entrenamiento (Meneses & Hong, 1997¢). Los mismos agonistas previenen la induccion

de amnesia producida por SDZ205,557 y GRI125487 en prevencion pasiva (Galeotti,
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Gheraldini & Bartolini, 1998). En aprendizaje olfatorio-asociativo y memoria olfativa-social el
BIMU1 mejora la memoria y este efecto es bloqueado por el antégonista GR125487 en ambas
tareas (Marchetti-Gauthier, Roman, Dumuis, Bockaert & Soumireu-Mourat,1997; Letty,
Child, Dumuis, Pantaloni, Bockaert & Rondouin, 1997). En macacos la administracion del
agonistra selectivo RS17017 mejora la ejecucion en igualacion a la muestra demorada (Terry,
Buccafusco, Jackson, Prendergast, Fontana, Wong, Bonhaus, Weller & Eglen, 1998).Los
antagonistas SDZ205,557 (10 mg/kg) y GR125487 {20 y 5 mg/kg) pero no la PCA revierten el
efecto post-entrenamiento del BIMU1 y BIMUS en automoldeamiento sugiriendo Ia

participacion post-sinaptica de los receptores S-HTs(Meneses et al 1997¢).

Receptores 5-HTs, receptores 5-HTg y receptores S-HT;

Estos subtipos de receptores estan distribuidos en regiones del cerebro asociadas con el
aprendizaje y la memoria (tabla IV.1 y Figura 4.1.) por lo que se ha sugerido su participacion
en estos procesos. Por ejemplo, el subtipo 5-HTS esta localizado en hipocampo y habénula; El
subtipo 5-HT6 en corteza prefrontal, piriforme, striatum, hipocampo y amigdala; el subtipo 5-
HT7 se ha localizado en hipocampo, amigdala y corteza. Son receptores que han sido poco
estuditados en lo referente a procesos cognitivos. Por ejemplo usando el antagonista (5-
HT2B/2C/2A/7) LY215840 en administraciones post-entrenamiento en la tarea de
automoldeamiento se ha encontrado que por st mismo no afecta al aprendizaje, pero revierte el
deterioro de memoria producido por la escopolamina y la dizolcipina (Meneses, Orozco, Hong
& Fillion, 19984d)

Participacion de receptores S-HT; en el aprendizaje y la memoria

Se explica este receptor hasta el final porque el presente escrito est4 enfocado al mismo. Como
se dijo anteriormente, la familia de receptores 5-HT, se subdividide en 3 tipos conocidos a la
fecha como 5-HTzs 5-HIp y 5-HTye y estan distribuidos ampliamente en SNC,
particularmente en zonas asociadas con el aprendizaje y la memoria (hipocampo, corteza
frontal, neocorteza-capa TV, nucleo del rafé, amigdala, caudado, hipotalamo, plexo coroideo,
substancia nigra, globus pallidus, claustro, tubérculo olfatorio). Varios farmacos con afinidad
por el receptor 5-HT; han sido investigados por su potencial terapéutico para el tratamiento de
enfermedades psiquiatricas como la depresion, la ansiedad , la esquizofrenia, los desordenes

del suefio, el abuso de drogas, del aprendizaje y la memoria. Otros compuestos con afinidad
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por este receptor se usan para evaluar desordenes cardiovasculares y migrafia (Meneses,
1998a; 1998b; Baxter, Kennett, Blaney & Blackburn, 1995). De todos los ligandos disponibles
para los receptores 5-HT5, pocos muestran selectividad por alguno de los tres subtipos; por lo
tanto, la forma de caracterizacion ha sido por medio de la exclusion.,

La evidencia apoyando el papel de los receptores 5-HT; en el aprendizaje y la memoria indica
que el blogueo de los receptores 5-HTaanc facilitan el aprendizaje (Meneses, 1998b). Muchos
de los farmacos 5-HT,4 5-HTzp y 5-HTzc disponibles hasta el momento no son del todo
selectivos. No obstante lo anterior, se ha podido observar que el bloqueo de estos receptores
produce una mejora en el aprendizaje (Meneses & Hong, 1997a; Meneses & Hong,1997b).
Por ejemplo, la ketanserina (antagonista 5-HT ;ar«c), la ritanserina (antagonista selectivo S-
HT5,), el DOI (agonista 5-HT2anc) favorecieron la consolidacion de la memoria en la tarea de
automoldeamiento mientras que el TEMPP (agonista/antagonista 5-HTippac), €l mCPP
(agonista/ antagonista 5-HTipapnancs), el I-NP (agonista/antagonistaipinizss) v la
mesulergina (antagonista 5-HT2c) decrementaron la consolidacion del aprendizaje en la misma
tarea. El efecto del TFMPP fué revertido por el pindolol (antagonista 5-HT 144p), la
ketanserina, la ritanserina y la PCA. El efecto del mCPP lo antagonizé el propranolol
(antagonista 5-HTya15), la ketanserina, la ritanserina y el MDL72222 (antagonista S-HT3);
mientras que el efecto producido por el 1-NP se revirtié con la ketanserina, la ritanserina y
PCA. Asimismo el efecto facilitador producido por el DOI se vié aumentado por la
ketanserina, y revertido por la ritanserina, la mesulergina y PCA(Meneses & Hong,1997b). En
otro estudio, Meneses & Hong (Meneses & Hong, 1997¢) encontraron que la administracion
postentrenamiento del MDL100 907 (antagonista 5-HT 2,) no tuvo efectos por si mismo sobre
fa consolidacién de la memoria; sin embargo, fué capaz de abolir el incremento producido por
el DOV, la ketanserina, y el TFMPP e inhibir moderadamente el decremento producido por el
mCPP, el 1-NP o la mesulergina. Estos datos en conjunto describen la posible participacion

de los receptores S-HT,amic en la consolidacion de la memoria.

Nuevas herramientas farmacologicas para el estudio de los receptores 5-HTs.z82c

Se reporto que en estudios de union-ligando el N-1-Methyl-5-indolyl)-N’-(3-pyridyl)urea
(8B200646) mostro selectividad por el receptor 5-HTspac (anteriormente llamado 5-HTic)
{Forbes, Kennett, Grade , Ham, Harward, Martin, Thompson, Wood, Baxter, Glen, Murphy,
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steward & Blackburn, 1993), el cual podna ser util en la caracterizacion in vivo o in vitro de
tales receptores. Por gjemplo, se encontro que la administracion del SB200646 incrementa la

interaccion social y revierte conductas tales como; la hipolocomocion, la conducta ansiogénica

y la hipofagia; todas ellas mediadas por los receptores 5-H12p2¢c mCPP (Kennett, Wood, Glen,
Grewal, Forbes, Grade & Blackburn,1994). Ademas, el SB200646 disminuye per se la
ansiedad ( Kennett, Bailey, Piper & Blackburn,1994) y revierte el efecto del BW 723C86 (un
agonista 5-HTyg) {(Duxon, Kennett, Lighttowler, Blackburn & Fone, 1997},

S'HTzc B
. 5-HT, N. Habenular h

PR e

Fig.4.2. Localizacion de algunos sublipos de receptores 5-HT cn zonas de cercbro de rata asociadas con el aprendizaje y la memeria
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Aplicaciones terapéuticas

En estudios postmortem en humanos con la enfermedad de Alzheimer se ha encontrado un
deterioro serotonérgico en el nimero de células serotonérgicas, receptores y su metabolito. Es
ampliamente aceptado que personas afectadas por la enfermedad de Alzheimer en sus
procesos cognoscitivos, presentan un deterioro colinérgico (Benzi & Moretti, 1998, Palmer &
DeKosky, 1993) y agonistas colinérgicos o inhibidores de la acetilcolinesterasa (la enzima
encargada de degradar a la acetilcolina) mejoran parcialmente los desordenes cognitivos. Cabe
destacar que tambien en personas con la enfermedad de Alzheimer se presenta un deterioro
serotonérgico {Meneses, 1998b). Asimismo, estudios en envejecimiento han aportado
evidencia que déficits cognitivos podrian estar correlacionados con un deterioro serotonérgico
en areas cerebrales asociadas con el aprendizaje y la memoria (McEntee & Crook, 1991).
Finalmente, aunque existen divergencias sobre los efectos que producen algunos farmacos
serotonérgicos, atribuibles al proceso cognitive bajo investigacion (Santucci, Knott &
Harotunian, 1996), hay evidencia que farmacos serotonérgicos modula el aprendizaje v la
memoria en humanos y animales (Meneses, 1998a). Adicional apoyo han aportado los
estudios en envejecimiento donde el deterioro en los procesos cognoscitivos en modelos de
envejecimiento (e.g. enfermedades neurodegenerativas y amnesia) estan asociados con un
deterioro los receptores 5-HT estin presentes en areas asociadas con estos procesos (Meneses
& Hong, 1997a; Meneses, 1998a;1998b).

Por lo tanto, el estudio de los receptores seroténergicos puede aportar informacion acerca de
que farmacos agonistas y antagonistas 5-HT pueden ser utilizados para el tratamiento de

desordenes cognitivos debidos a la vejez, enfermedades neurodegenerativas etc.




33 Justificacién

V. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En el presente trabajo se intentd aportar informacién adicional al estudio de los mecanismos
serotonérgicos involucrados en la consolidacion de la memoria, asi como ayudar en la
identificacidn de farmacos utiles en el tratamiento de alteraciones en el aprendizaje y la

memoria, por medio de los siguientes objetivos:

Objetivo General
Determinar la participacion de los receptores 5-HT2a2p1n¢ del sistema de neurotransmicion

serotonérgico en Ja consolidacion de 1a memortia.

Objetivos Especificos

1.- Evaluar el efecto del SB200,646 (N-1-Methyl-5-indolyl)-N’-(3-pyridyljurea) sobre la
consolidacion de la memoria.

2.- Determinar el efecto de los agonistas mCPP (m—cloro—fenilp.ipera.zina), 1-NP (1-(1-
naftil)-piperazina), DOI (1-(2,5-dimetoxi-4-iodofenil)-2-aminopropano) y antagonistas .
mesulergina, MDL 100,907 ([R(+)-o~(2,3-dimetoxifenil)-1-[2-(4-fluorofenilletil)}-4-p
iperidina-metanol]) y LY215,840 ([cis-N-(2-hidroxiciclofentil}-6-metil- 1-(1-metiletil)-
ergolina-8-carboxamida]) sobre la consolidacién de la memoria.

3.- Con el objeto de producir una consolidacion deficiente de la memoria se administrar
escopolamina y dizolcipina y se estudiaran en interaccion con el SB200,646.

4.- Para determinar si los receptores serotonérgicos actuan pre o post-sindpticamente, se
estudiara el efecto de la PCA (p-cloroanfetamina )la cual es un agente que depleta e inhibe

1a sintesis de la serotonina.
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VI. METODO

Sujetos:

Se utilizaron 129 ratas macho de la cepa Wistar de tres meses de edad (250-300 g) sin
experiencia experimental previa. Los animales se obtuvieron del bioterio del Centro de
Investigacion de Estudios Avanzados (CINVESTAV) IPN. Se les permitird el acceso libre al
agua y alimento, posteriormente se les controld la cantidad de alimento con el fin de reducirios
al 80% de su peso inicial, esta condiciéon se mantuvo durante todo el experimento. Fueron

alojadas en grupo bajo un ciclo de luz-obscuridad normal de 12h,

Aparatos:
ilizaron 4 cajas de condicionamiento operante (Coulbourn Instruments, Lehigh Valiiey,
PA) sono-amortiguadas con las dimensiones 25 cm de ancho, 29 cm de longitud y 25 cm de

altura. Las cajas estuvieron provistas de una palanca retractil e iluminable en el centro de la

Foet 2
s e

Fgura 6.1, Caja de conducta operante provista de una palanca retractil ¢ iluminable, luz ambiental, ruido blanco,
comedero, piso de barrotes .colocada dentro de un cubiculo sonoamartiguado.
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pared frontal a 4 cm del piso de barrotes de acero inoxidable, ademas de la luz ambiental y una
bocina para el ruido blanco. El dispensador de alimento se localizé a 5 cm a la derecha de la
palanca y 3 cm sobre el piso. Se utilizard un equipo de estado sélido programado para el

control y registro conductual (Coulbourn Instruments).

Procedimiento:

El procedimiento fue basado en el modelo de automoldeamiento usado por Meneses y Hong
(1994;1997). Previo al entrenamiento los animales fueron reducidos gradualmente al 85% de
su peso inicial. Las ratas fueron individualmente colocadas dentro del ambiente experimental
hasta que encuentraronn y consumieron 50 pellas de alimento (45 mg cada una, BIO SERV).
Inmediatamente después, comenzd el programa de automoldeamiento. Este consistié en la
presentacion de la palanca retractil iluminada durante 8 s (considerada como estimulo
condicionado, EC), seguida de Ia entrega de una pella de alimento (estimulo incondicionado,
El)este evento se presento cada 60 s. Cuando fué presionado el EC se apago y fué introducido
a la caja, entonces el EI se libero inmediatamente. Esto fué considerado como una respuesta
condicionada (RC). El incremento o decremento en el porcentaje de la RC fué considerado
como el aumento o disminucidn del aprendizaje. Las ratas recibieron 2 sesiones de 10 y 20
ensayos respectivamente. Los farmacos fueron administrados intraperitonialmente {(i.p.)
después de la primera sesion (Tabla 6.1.). Los animales fueron probados 24 h después en la
misma tarea lo que permitio observar sus efectos sobre la consolidacién de la memoria. Cada
grupo tendra un total de 8 animales y se asignaron a las siguientes manipulaciones

farmacologicas:

Experimento 1
El proposito de esta primer serie de experimentos fue evaluar el efecto que tienen los farmacos

por si mismos sobre consolidacion de la memoria.

Sujetos:Se utilizarén 57 ratas macho Wistar sin experiencia experimental previa, estos
animales se mantivuerdn con privacion de alimento para mantenerios al 85% de su peso inicial

y con acceso libre a la ingesta de agua.
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Procedimiento:El procedimiento utilizado en estos experimentos esta explicado en el
procedimiento general. Para cada una de las dosis del compuesto SB200646 el niimero de
sujetos utilizados fue de 8, de igual forma fueron usados 6- 8 animales en cada uno de los
grupos en donde fueron probados los demas farmacos. Cabe mencionar que cada uno de los
animales fue utilizado una sola vez en los experimentos es decir, unicamente estuvieron
expuestos a una sola administracion de los compuestos y una vez probados en la tarea fueron
desechados. Ademas para cada uno de los experimentos se uso un grupo control en el cual a

los animales en lugar de los farmacos se le administraba solucion salina.

Andlisis de datos: Se recolectaron los datos correspondientes a la segunda sesion, es decir, el
numero de respuestas emitidas ante la presencia del EC. De tal forma que en el anélisis

estadistico fueron comparados todos los grupos de farmacos con el grupo de salina.

Los farmacos probados fueron:

1.- SB200646 (2 mg/kg) n=8

2.- SB200646 (10mg/kg) n=8

3.- SB200646 (20mg/kg) n=8

4 - SB200646 ( 40 mg/kg) n=8

5.- mCPP (5.0mg/kg) n=6

6.- 1-NP (0.5mg/kg) n=7

7.-DOI {0.01mg/kg) n=6

8.- Mesulergina (0.04mg/ kg) n=6

Experimento 2

En esta segunda serie de experimentos se estudiaron las interacciones del SB200646 (2 mg/kg)
con cada uno de los agonistas (mCPP, 1-NP y DOI) o antagonistas (mesulergina,
MDL 100907, 1.Y215840) asi como con la escopolamina y la dizocilpina.

Sujetos:Se utilizarén 64 ratas macho Wistar sin experiencia experimental previa, estos
animales se mantivuerdn con privacién de alimento para mantenerlos al 85% de su peso inicial

y con acceso libre a la ingesta de agua.
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Procedimiento'El procedimiento utilizado en estos experimentos estd explicado en el
procedimiento general. Para cada una de las interacciones el total de sujetos utilizados fue de
8. Cabe mencionar que cada unc de los animales fue utilizado una sola vez en los
experimentos es decir, unicamente estuvieron expuestos a una sola administracion de los
compuestos. Y para cada uno de los experimentos se uso un grupo control en el cual a los

animales en lugar de los farmacos se le administraba solucidn salina.

Andlisis de datos: Se recolectaron los datos correspondientes a la segunda sesion, es decir, el
numero de respuestas emitidas ante la presencia del EC. De tal forma que en el anilisis

estadistico fueron comparados todos los grupos de farmacos con el grupo de salina.

LLos farmacos probados fueron:

9.-SB200646 (2. Omgkg) + mCPP (5.0mgke) n=8
10.-SB200646 (2. Omg/kg) + 1-NP (0.5mg/kg) n=8
11.-SB200646 (2. Omg/kg) + DOI (0.01mg/kg) n=8
12.-SB200646 (2. Omg/kg) + MES (0.04mg/kg) n=8
13.-SB200646  (2.0mg/kg) + MDL 100,907 (1.0mg/ke) n=8
14.-SB200646  (2.0mg/kg) +1Y215840 (0.56mg/kg) n=8
15.-SB200646 (2.0mg/kg) + Dizocilpina (0.1mg/kg) n=8
16.-SB200646  (2.0mg/kg) + escopolamina (0.17mg/kg) n=8

Experimento 3

Este experimento intentd aportar informacién sobre la participacion en el aprendizaje y la

memoria de jos receptores serotonérgicos localizados pre o postsinapticamente.

Sujetos:Se utilizaron 8 ratas macho Wistar sin experiencia experimental previa, estos animales
se mantivaerén con privacion de alimento para mantenerlos al 85% de su peso inicial y con

acceso libre a la ingesta de agua.
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Procedimiento:El procedimiento utilizado en estos experimentos estd explicado en el
procedimiento general. Este grupo en especial recibié un pretratamiento con la neurotoxina
paracloroanfetamina(PCA). Este consistié en adminitrar la PCA ocho dias antes del
experimento durante dos dias, es decir, los dias ocho y siete antes del experimento. Y el dia
del experimento fize administrado el compuesto SB200646 solo. Cabe mencionar que cada
uno de los animales fue utilizado una sola vez en los experimentos es decir, unicamente
estuvieron expuestos a una sola administracion de los compuestos. Y se uso un grupo control

en el cual a los animales en lugar de los farmacos se le administraba solucion salina.

Andlisis de datos: Sg recolectaron los datos correspondientes a la segunda sesion, es decis, €l
nimero de respuestas emitidas ante la presencia del EC.

El farmaco probado fue:

17-PCA  (10.0) + SB200646(2.0) n=7

Farmacos:

Los farmacos que se utilizaron en el presente estudio fueron: N-(1-metil-5-indolil)-N’-(3-
piridifjurea hidroclorido (SB200646, regalo de Smith Kliine, UK), p-cloroanfetamina
(PCA Sigma),) , m-clorofenilpiperazina HCL (mCPP), 1-(l-naftil)-piperazina HCL (1-NP),
(%)-2-5-dimetoxi-4-iodoanfetamina HCL (DOI), Mesulergina (Research Biochemical,
Wayland,MA) y (2)-2,3-dimetoxifenil- 1[2-(4-piperidina)-metanol] (MDL100907, regalo de
Merrel Dow, Cincinnati, OH), {-) Escopolamina HCL (Sigma),(+)- MKS801 (RBI),
1.Y215840 (Eli Lilly).Todos los fdrmacos fueron disueltos en solucion salina excepto el
SB200646 v el LY215840 los cuales fueron suspendidos en metil celulosa.
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PROGRAMAS DE ADMINISTRACION DE FARMACOS PARA ALTERAR

APRENDIZAJE
Tiempo Proceso
Pre-entrenamiento Adquisicién
Post-entrenamiento Consolidacion
Pre-retencion Evocacion

Tabla 6.1. E] momento en ¢l cual es administrado ¢! firmaco indicard ¢l proceso a estuchar, si el firmaco es
administrado antes del entrenamiento se veran sus efectos sobre 1a adquisicién del aprendizaje. Por otro lado, si es
administrado después de que se ilevé a cabo ¢l entrenantiento el proceso estudiado sera la consolidacion del
aprendizaje. Y para estudiar los efectos del firmaco sobre 1a evocacién o recuperacion de la informacion, este es

administrado justo antes de la sesién posterior a las sesiones de entrenamiento, (Tabla tomada de Meneses &
Hong, 1997)

Analisis Estadistico

El porcentaje de respuestas en presencia del EC fueron analizadas usando un analisis de
varianza (ANOVA) analizando dosis vs control aplicando en los casos convenientes una
prueba de comparaciones post- hoc (Dunnett) usando un criterio de significancia de p<0.05,

También se utilizé la prueba t de student de grupos independientes (Wallace Hayes, 1989) .
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VII. RESULTADOS

Los resultados son presentados como el promedio +/- el error estandar del porcentaje de
respuesias en presencia del estimulo condicionado, es decir, las RC (respuestas
condicionadas, RC). El porcentaje de RC se usdé como indice de aprendizaje y memoria, un
aumento o decremento en este parametro se traduce como una mejora o deterioro de la
consolidacion de la memoria. Los resultados graficados corresponden a la segunda sesion

llevada a cabo 24 hrs después de 1a administracidn de los fairmacos.
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Fig. 7.1 Efecto de la inyeccidn post-entrenamiento (Lp.) de SB200646 en la tarea de automoldeamiento.
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Fig.7.2. Efecto de la inyeccion post-cntrenamiento i.p. de los agonistas serotonérgicos DOI, 1-NP y mCPP
y del antagonista mesulergina, en la tarea de automoldeamiento. Los datos son presentados como el

promedio +/- el error estindar del porcentaje de respuestas condicionadas. *Dunnett p<0.05.

El porcentaje de respuestas en presencia del EC fueron analizadas usando una ANOVA
seguida de analizando dosis vs control aplicando en los casos convenientes una prueba de
comparaciones post hoc (Dunnett) usando un criterio de significancia de p<0.05. En el caso
de las comparaciones entre el fairmaco SB200646 en interaccion con Jos diferentes agonistas
y antagonistas se utilizo la prueba t de student de grupos independientes para identificar si

efectos previos producidos por el compuesto evaluado podia ser revertido por el antagonista
SB200646.
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Efecto de agonistas y antagonistas S-HT al aplicarlos solos sobre la consolidacién de la
memoria.
Como se muestra en la figura 7.1 cada una de las dosis probadas del SB200646 (2, 10, 20 y

40 mg/kg) no tuvieron ningiin efecto significativo al compararlo con el grupo control respecto
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&: C 20 5.0 mg / kg
SB200646
mCPP

Fig7.3. Efecto de la inyeccién post-entrenamiento Lp. del agonista 5-HTy¢;, mCPP en interaccion con el
antagonista S-HTczs, SB200646, en Ia tarea de automoldeamiento. Los datos son presentados como el
promedio +/- el error cstandar del porcentaje de respuestas condicionadas *Dunnett p<0.05,

al porcentaje de RC. Al evaluar el efecto que los agonistas y antagonistas 5-HT tienen por si

mismos sobre este indice de aprendizaje (Fig.7.2) se encontro que tanto el antagonistas




32 100 -

%

© /V

g

o 30 -

0

©

8 20 ~ n==8

&

‘D T n=8

2 104 [ =8 e

@ T .

2 —

'8 .

14 C 20 04 04 mg/kg
MES MES

SB200646A

Fig.7.4. Efecto de la inyeccién post-entrenamiento Lp. del antagonista 5-HT,c mesulergina en interaccidn
con el antagonista 5-H'Fycnp, SB260646, en Ja tarea de automoldeamiento. Los datos son presentados como
el promedio +/- €l error estindar del porcentaje de respuestas condicionadas.* Dunnett p<0.03,

(5-HTyc) mesulergina (0.4mg/kg) como el agonista (5-HT ,cna) mCPP (5 mglkg)
decrementaron significativamente el porcentaje de RC(F=(4 ,31)=134 p<005 yF=
(4,31)=11.8 ;p< 0.05, respectivamente. Por otra parte, la administracion post-entrenamiento
de los agomistas DOL y 1-NP no presentan efectos significativos en el porcentaje de respuestas

condicionadas.

Efecto de la interaccién del antagonista SB200646 con agonistas y antagonistas
serotonérgicos

Mientras que el SB200646 no mostro efecto alguno sobre el porcentaje de RC, el déficit en
consolidacion de la memoria producido por el mCPP (5 mg/kg) y mesulergina (0.4mg/kg) fué
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revertido aunque solo parcialmente por el SB200646 (2 mgkg) (Figs. 73 y 74

respectivamente).
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Fig.7.5. Efecto de la inyeccién post-entrenamiento Lp. del antagonista 5-HT:4 MDI100907 en interaccion
con ¢l antagonista 5-HT,c,p, SB200646, en la tarea de automoldeamiento.

El MDL100907(1 mg/kg), no muestra efecto alguno sobre el porcentaje de RC, sin embargo,
al combinarse con el SB200646 (2 mg/kg) se observa un mcremento ne significativo de la RC
(Fig.7.5). La administracion post-entrenamiento de los farmacos I-NP (0.5 mg/kg) y DOI
(0.01 mg/kg) en combinacién con el SB200646 (2 mg/kg) no presentan cambio significativos

sobre el porcentaje de respuestas condicionadas)(Fig. 7.6 y 7.7 respectivamente).
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Fig.7.6. Efecto de la inyeccién post-entrenamicnto ip. del agonista S-HT,p 1-NP e¢n interaccién con el
antagonista 5-HT,cnp, SB200646, en la tarea de automoideamiento.

El antagonista LY215840 no tiene efecto sobre el porcentaje de RC al administrarse solo o en
combinacion con el SB200646 (2mg/kg) (Fig. 7.8).
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Fig.7.7. Efecto de la inyeccién post-entrenamiento ip. del agonista S-HT,, DOI en interaccién con e
antagenista S-HT,c5, SB200646, en la tarea de automoldeamiento,
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¥ig.7.8. Efecto de Ia inyeccién post-entrenamiento i.p. del antagonista S-HTzmoa LY215840 en interaccién
con el antagonista 5-HT;cnp, SB200646, en la tarea de automoldeamiento.

Efecto de la interaccion del SB200646 con la escopolamina y la dizolcipina sobre la
consolidacion de la memoria.
El déficit en el porcentaje de Re inducido por el antagonista colinérgico escopolamina (0.17

mg/kg fué revertido en la tarea de automoldeamiento de forma significativa por el SB200646
(2 mg/kg)(t=2.679, gl=14,p<0.05) (Fig. 7.9).
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Fig.79. Efecto de la inyeccibn post-cntrenamiente ip. del antagonista colinérgico muscarinico
escopolamina en interaccién con el antagonista S-HTscnp, SB200646, en la tarea de automoldeamiento. Los
datos son presentados como el promedio +/- el error estindar del porcentaje de respuestas
condicionadas.* Dunnctt p<0.05. + prueba t de student p<§.05

El decremento en el porcentaje de RC en la tarea de automoldeamiento producide por el
antagonista NMDA dizolcipina (0.1 mg/kg) se ve blogueado parcialmente por el SB200646
(Fig.7.10)
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Fig.7.10. Efecto de la inyeccitén postentrenamiento Lp. del antagonista NMDA dizolcipina en interaccidn
con el antagonista 5-HT;cqpn, SB200646, en la tarca de automoldeamiento. Los datos son presentados como
¢l promedio +- el error estandar del porcentaje de respuestas condicionadas, *Dunnett p<0.05.
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Efecto del SB200646 sobre la consolidacién de la memoria en un grupo pretratade con
PCA

El SB200646 (2 mg/kg) no alteré la consolidacién de la memoria, ni fué modificada en el
grupo pretratado con la PCA(Fig. 7.11).
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Fig.7.11. Efecto de la inyecci6n post-catrenamiento i.p. del antagonista 5-HTzcpp, SB200646, en un grupo
pretratado con PCA sobre la tarea de automoldeamiento. Los datos son presentados como el promedio +/-
el error estandar del porcentaje de respuestas condicionadas
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YIILDISCUSION

La 5-HT esta claramente implicada en los procesos de aprendizaje y memoria, como se dijo
anteriormente debido a que casi todos sus receptores estan localizados en areas involucradas
en los procesos cognitivos (ver tabla 4.1 y figura 4.1). Aunque hasta ahora, no ha sido posible
describir claramente el papel que desempefia esta monoamina en la cognicién debido a los
inconsistentes resultados que han stdo obtenidos al estimular o inhibir los diferentes subtipos
de receptores 5-HT. Por ejemplo, en algunos estudios se propone que la estimulacién de los
receptores 5-HT deterioran el aprendizaje mientras que su bloqueo lo favorece . Sin embargo,
evidencia reciente indica que no puede darse una explicacion sencilla acerca de la
participacién de los receptores serotonérgicos ya que su estimulacion o inhibicidén ha dado
resultados contradictorios; esto es, algunos antagonistas pueden deteriorar el aprendizaje y la
memoria mientras que algunos agonistas pueden favorecerlos. Por ejemplo, (tabla 8.1 ) se ha
encontrado que el agonista (5-HT24 ) DOI incrementa la consolidacion de la memonia y el

antagonista (5-HToc) mesulergina decrementa el aprendizaje (Meneses,1999;1997¢;1997d),

FARMACO ACCION EFECTO
TFMPP Agonista 5-HT>c Decremento
MCPP Agonista 5-HT2a2¢ Decremento
DOI Agonista 5-HT>4 Incremento
Ketanserina Antagonista 5-HT»a Incremento
Ritanserina Antagonista 5-HT 2anc - Incremento
1-NP Agonista 5-HTap Decremento
Mesulergina Antagonista 5-HTzc Decremento

Tabla 8.1. Los firmacos agonistas y antagonistas serotonérgicos tiemen diferentes efectos sobre el

aprendizaje ¥ 1a memoria,
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por lo tanto se ha sugerido que el papel de los receptores 5-HT en el aprendizaje y la memoria
varia dependiendo de la tarea utilizada, el momento en que son administrados los farmacos y
el subtipo de receptor.

En el presente estudio se examind el efecto de la injeccion post-entrenamiento del antagonista
5-HTpc SB200646 en el modelo de automoldeamiento para observar los efectos que puede
tener sobre la consolidacion de la memoria solo y en combinacién con agonistas y
antagonistas serotonérgicos, asi como con antagomistas colinérgicos y glutamatérgicos y con
la neurotoxina PCA. Se mostrdé que el SB200646 en las dosis probadas (2-40 mg/kg) no
modificé por si mismo sobre la consolidacion de la memoria. Usando una dosis de 2 mg/kg de
SB200646, Duxon (1997) encontré que no altera las conductas de interaccidn social y
locomocion por si mismo sin embargo el pre-tratamiento con este antagonista previene el
efecto ansiolitico medido como el incremento en interaccién social producido por el agonista
5-HT,s BW723C86. Es importante mencionar que el SB200646 ha sido probado en tareas de
ansiedad y ha sido descrito como ansiolitico por sus efectos en pruebas de interaccion social
en ratas (Kennett et al, 1994), miedo condicionado (Mora, Ferreira & Graeff, 1997) vy en
modelos de conflicto en rata y monos (Kenett et all 1995). Sin embargo no habian sido
probados sus efectos sobre los procesos cognitivos. Anteriormente se ha indicado que el
mCPP, la 1-NP y la mesulergina provocan un deterioro en la consolidacion del aprendizaje

(Meneses & Hong 1997¢) los resuitados del presente estudio corroboran estos resultados.

El SB200646 no tuvo efectos sobre la consolidacion de la memoria al administrarlo solo, sin
embargo, se pudo observar que cuando este farmaco fue administrado con la mesulergina ,el
mCPP y el 1-NP revertio sus efectos. Por gjemplo, el mCPP que al administrarlo solo
produjo una consolidacion deficiente de la memoria y este efecto fue revertido por el
SB200646. El SB200646 también revirtio otros efectos producidos por el mCPP tales como la
hipolocomocion, la hipofagia, induccion de ereccion penil y la ansiedad (Millan, Peglion,
Lavielle & Perrin-Monneyron,1997: Kennett et al, 1994). Estudios previos han propuesto el
papel que tienen los receptores 5-HT, en los estados cognitivos. Por gjemplo, se ha descrito
que el biogqueo de los receptores 5-HI2ac mejora el aprendizaje. También se ha visto que en la
tarea de automoldeamiento los compuestos DOI (agonista 5-HT2an¢), ritanserin (antagonista

selectivo 5-HTz4) v ketanserin (antagonista 5-HT24:c) favorecen ¢l aprendizaje. En contraste
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con estos efectos, se ha observado que el TFMPP (agonista/antagonista 5-HT1s1pnc), 1-NP
(agonista/antagonista 5-HT,mipnps), mCPP  (agonista/antagonista  5-HTipipnamcs) ¥
mesulergina (antagonista 5-HT>c) decrementan el aprendizaje. Cabe destacar que los efectos
del 1-NP son bloqueados por el ketanserin, ritanserin y PCA  (Meneses &
Hong,1997¢;1997d). Al probar la 1-NP en la consolidacién del aprendizaje se encontré un
deterioro que ha producido anteriormente, y este efecto fue antagonizado por el SB200646. El
MDL 100907 no produjo cambios por si mismo (Meneses & Hong, 1997d), pero puede abolir
los efectos de decremento de consolidacion producidos por el TFMPP y la mejora producida
por el DOI vy el ketanserin. Interesantemente la combinacion del MDL100907 con el
SB200646 facilito el aprendizaje.

Los sistemas colinérgico y glutamatérgico NMDA también son importantes para la funcion
de la memoria y el aprendizaje. La evidencia indica que el antagonista colinérgico muscarinico
escopolamina deteriora el aprendizaje y la memoria en animales (Casasola. 1996;Carli ¢t al,
1997,0hno 6 Watanabe,1997) y en humanos (Little, Broocks, Martin, Hill, Tune, Mack,
Cantillon, Molchan, Murphy & Sunderiand, 1995). Consistente con esta informacion, en este
estudio se observo que la administracion post-entrenamiento de la escopolamina decrementa la
consolidacion de la memoria, el antagonista SB200646 revierte este efecto significativamente.
La neurotransmicion colinérgica se ha propuesto que esta modulada por la 5-HT en animales y
humanos debido a una relacidn funcional compleja entre neuronas serotonérgicas y
colinérgicas (Steckler & Sahgal,1995). Por ejemplo, los efectos conductuales, fisiologicos y
cognitivos producido por la escopolamina son exacerbados al administrarse simultaneamente
con la mCPP en ancianos normales (Little et al 1995).

El antagonista NMDA glutamatérgico dizolcipina produce un deterioro en la gjecucion,
consolidacion y evocacion al probarlo en tareas de aprendizaje y memoria. Por ejemplo en
laberinto radial de 16 brazos provoca déficits en memoria de trabajo y de referencia (Levin,
Bettegowda, Weaver & Christofer, 1998), también deteriora la adquisicién y consolidacion de
memoria en laberinto radial solo a dosis que no provocan intoxicacion o efectos motores (0.1
mg/kg) (Wozniak, Olney, Kettinger, Price & Miller, 1990). Loscher & Honack (1992)
proponen que el sistema serotonérgico participa en el mecanismo por el cual la dizolcipina

produce sus efectos conductuales. En el presente trabajo la dizolcipina produjo un decremento
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del aprendizaje al ser administrado post-entrenamiento vy este efecto lo revierte ¢l antagonista
5-HTzp/c SB200646.

Vejez Amnesia Enfermedad de Alzheimer

Complejo rafé nd Nd -
Liberacién de 5-HT - Nd nd
Transportadores S-HT nd Nd -
5-HT1A - Nd -
5-HT1B/D nd Nd -
5-HT2A nd Nd -
5-HT3 nd Nd =
5-HT4 nd Nd : -

Tabla 8.2. Cambios de la funcién 5-HT durante fisiopatologias. +aumento,- disminucién,=sin cambie Nd no
determinado (Meneses,1998)

Considerando previos y presentes datos se puede sugerir que es posible que la serotonina tenga
un papel per se y no solo como modulador en la cognicion (Meneses,1999).,, ya que se ha
comprobado que existen cambios en la funcién serotonérgica durante fisiopatologias, e.g.
estos cambios se han observado en la patologia de Alzheimer presentandose como una
disminucion en el complejo rafé, transportadores 5-HT, y en el numero de receptores 5-
HTia,5-HT 18w, 5-HT24 y 5-HT4 . Ademas se ha notado un declive en el sistema de

neurotransmision serotonérgico asociados a la vejez. (tabla 8.2),

Como se menciono en la introduccién, la funcion de la serotonina es muy variada y parece
participar en ¢l aprendizaje y memoria, control del apetito, suefio, temperatura regulacion
afectiva (incluyendo conducta sexual y conducta halucinogena), temperatura, control

muscular, funcién cardiovascular, regulacion enddécrina y depresién entre otros. Las

aplicaciones terapeuticas de 10s agemies selectivos a 105 receptores serotonérgicos incluyen
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demencias seniles como la enfermedad de Alzheimer (5-HTia, 5-HT,, 5-HT; , 5-HT,,
inhibidores de la recaptura de 5-HT) , neurolépticos como la clozapina ( antagonista del
receptor 5-HT, ), antidepresivos (inhibidores de la recaptura de monoaminas cono la
fluoxetina y la fluvoxamina), ansioliticos (los agonistas 5-HT;4 v 5-HTs), analgésicos
(fluoxetina), antimigrafiosos (antagonistas 5-HTs, sumatriptan), anoréxicos (agonistas 5-HT 4,
agentes liberadores de 5-HT), antieméticos (antagonistas 5-HT3), substancias de abuso como
por ejemplo el alcohol, ]a cocaina (inhibidores recaptura de 5-HT decrementas el consumo y
antagonistas 5-HT3; reducen los efectos recompensanies de la morfina), nociocepcion

(antagonistas 5-HT3) entre otras funciones.

Nombre Fase de desarrollo Accién Prescripcion
AP-159 Descubrimiento 5-HT1a Alzheimer
AP-521 Descubrimiento 5-HT;a Amnesia
RS-56812 Descubrimiento 5-HTs Desorden cognitivo
SL-650101 Fasel 5-HT4 Alzheimer
Adataserin Fase I 5-HT 14 Alzheimer,ansiedad d
epresion
CL-275838 Fase Il 5-HT, Desordenes
Inhib.Recap.5-HT cognitivos, Alzhetmer
S-9977 Fase I Inhib.Rec.5-HT Alzheimer, migrafia
Inhib de AchE
$1.-650102 Fase | 5-HTy Alzheimer
Renzapride Fase Il 5-HT; Alzheimer
5-HT,

Tabla 8.3. Farmacos en desarrolle para el tratamiento de alteraciones en el aprendizaje y

memoria.{MenesesT908).
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Apoyando la nocién del importante papel que puede jugar la serotonina en el aprendizaje se ha
notado que actualmente se elaboran farmacos serotonérgicos que estan en diferentes etapas

de desarrollo para el tratamiento de alteraciones (en algunos casos para desordenes cognitivos;
Tabla 8.3).

Cabe mencionar que nuevas evidencias (Meneses, 1998;1999) han permitido apreciar que
varios de los farmacos con afinidad para los receptores S-HT 2anmac no son selectivos, son
agonistas parciales y/o agonistas inversos por lo que no se puede concluir definitivamente si
los efectos observados son del todo atribuibles a una accion agonistica, agonistica inversa o

antagonistica.
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IX. CONCLUSION

En conclusion podemos decir que:

1.- La injeccion sistémica del antagonista 5-HT2pc. SB200646 no produce efecto por si solo en

la consolidacidn de la memoria.

2.- El decremento de aprendizaje producido por los agonistas/antagonistas S-HT mCPP, 1-NP
y mesulergina fue revertido por el antagonistas SB200646.

3.- De igual forma este antagonista revierte el deficit de consolidacion de la memoria

producido por la escopolamina y la dizoicipina.

4.- Se propone entonces que el bloqueo de los receptores 5-HTzpic revierte el aprendizaje

deficiente producido por farmacos serotonérgicos, colinérgicos y glutamatérgicos.

5.-El potencial terapéutico de los antagonistas 5-HTg«c en problemas de aprendizaje merece

continuar ¢l esfuerzo iniciado en esta tésis.
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X. APENDICE

Conceptos Generales de Farmacologia

RECEPTOR: Macromoléculas insertadas en las membranas o en el interior de las células
(citosol) capaces de reconocer y acoplarse con las moléculas que transportan un mensaje
quimico. Por esta propiedad reciben informacién biolégica, la procesan y desencadenan la
reaccion bioquimica que origina la respuesta celular.

SELECTIVIDAD O ESPECIFICIDAD: Los farmacos son selectivos en sus acciones
porque se unen a uno o varios tipos de receptor con mayor fuerza que otros.
Frecuentemente un agonista es mas potente para ciertos receptores, pero también estimula a
otros. El agonista A puede ser mas selectivo con el receptor A y en menor grado con los
receptores AB y B .

AFINIDAD: Es la capacidad del farmaco para combinarse a los receptores.

ACTIVIDAD INTRINSECA O EFICACIA: Es la propiedad de inducir estimulos al unirse el
farmaco con los receptores lo que a su vez da lugar a respuestas.

AGONISTA FARMACOLOGICQ: Seria un farmaco con afinidad y eficacia para producir
efecto, tiene actividad intrinseca.

AGONISTA COMPLETO: Es el que produce una respuesta maxima, con la ocupacion de
todos sus receptores.

AGONISTA PARCIAL: Los farmacos son capaces de unirse a receptores que dan lugar a
respuestas bioldgicas tienen dos caracteristicas : la afinidad y la actividad intrinseca o
eficacia. Este funciona como agonista a concentraciones bajas y como antagonista
competitivo en concentraciones altas.

ANTAGONISTA FARMACOLOGICQO: Son farmacos que al unirse a un receptor inhiben la
accion del agonista y no tienen actividad intrinseca. Serd entonces un farmaco con afinidad
y eficacia no tiene actividad intrinseca. Al unirse al receptor evita la accidn del agonista.
ANTAGONISTA COMPETIIIVO. Posee alta afinidad por el receptor v una baja eficacia
por lo que al unirse, el efecto biologico no es observable. Es el que tiene alta afinidad por el

receptor y baja eficacia.Compite con el agonista para ocupar al receptor. Este tipo de
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antagonista desplaza la curva dosis o concentracion-respuesta hacia la derecha sin cambiar
su forma, declive o respuesta maxima.

ANTAGONISTA NO COMPETITIVO: Este antagonista evita que el agonista produzca el
efecto maximo en el receptor ocasionando que el efecto producido sea insuperable. El
efecto neto serd una una disminucidn en la curva dosis -respuesta, y se interpreta como el
reflejo de una disminucion en el nimero de complejos farmaco.agonista-receptor. Este
desplaza la curva concentracion -respuesta hacia la derecha sin cambiar su forma o
respuesta maxima.

AGONISTA-ANTAGONISTA: Se explica por dos receptores que no estan en competencia.
Puede activar unos receptores y bloquear otros, o puede activar y bloquear al mismo

tiempo.

(Consultado en: Carmona, 1999; Goodman & Gilman, 1996; Ruffolo, 1982)
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Conceptos Generales Conductuales

ADQUISICION: La etapa inicial del aprendizaje.

CONDICIONAMIENTO: La modificacion de los sistemas instintivos como resultado de la
experiencia.

CONDICIONAMIENTO CLASICO:La adquisicion de una respuesta condicionada cuando
se empareja el estimulo condicionado con el estimulo incondicionado.

CONSOLIDACION DE LA MEMORIAE] establecimiento de una memoria en una forma
relativamente permanente, o la transferencia de informacion de memoria de corto plazo a
memoria de largo plazo.

ESTIMULO: Evento ambiental que produce un cambio en la conducta de un organismo.
ESTIMULO CONDICIONADO: Estimulo que adquiere la capacidad de producir una
respuesta Condicionada como consecuencia de su emparejamiento con un Estimulo
incondicionado.

ESTIMULO INCONDICIONADO: Un estimulo que puede producir una reaccién instintiva
en ausencia de experiencia.

EVOCACION: Recuperacion de la informacién de un almacen de memoria.

MEMORIA: Instancia en donde la conducta de un organismo es determinada por algunos
aspectos de su experiencia previa.

RESPUESTA: Consecuencia conductual de la presentaciéon de un estimulo ante el
organismo.

RECOMPENSA: un objeto satisfactorio que puede fortalecer la asociacidn E-R {estimulo-
respuesta).

REFORZADOR: Un estimulo cuya presencia aumenta la frecuencia de Ia conducta que la

precede.

(Consultado en: Domjan, 1998; Klein, 1994)
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