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Resumen

Las arilpiperazinas son compuestos sintéticos con actividad biolégica muy diversa. En
estudios previos se ha encontrado que algunas 1-arilpiperazinas mostraron actividad
nootrépica en el modelo de evitacién pasiva en ratones /ICR. En el presente trabajo se
realizé la investigacion de una de las arilpiperazinas con mayor efecto nootrépico, la 1-(2-
metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP).

Se realizé la sintesis a partir de la 2-metil-4-metoxianilina y la bis (2-cloroetil)-
amina con un rendimiento de 69.4% y se realizd la evaluacion en las pruebas de
Adquisicion (administracion del compuesto antes del entrenamiento), Formacion
(administraciéon del compuesto después del entrenamiento) y Consolidacién
(administracion del compuesto antes de la prueba a 24 h) de la memoria en ratones ICR.

La MMFP presentd una mejora en la latencia, a dosis de 0.56 mg/kg, en el
protocolo de Formacién, y Adquisicion de la memoria comparable con Piracetam (100
mg/kg i.p) pero no en la Consolidacién de la memoria tanto en MCP (1.5 h) como en MLP
(24 h). Ademas, se estudio la actividad de este compuesto frente a diferentes farmacos
que producen un deterioro de la memoria; por la accion antagonista colinérgica de
escopolamina (0.1 mg/kg i.p), por la activacién de los receptores serotonérgico 5HT 5 de
la buspirona (0.1 mg/kg i.p) y por la activacion de los receptores NMDA-glutamato de la
dizocilpina (0.003 mg/kg i.p) en los protocolos de Formacién y Adquisicion de la memoria.
Se encontré que la escopolamina, buspirona y dizocilpina disminuian notablemente el
aumento en las latencias obtenido por la MMFP en la Adquisicion y de manera parcial en
la Formacion de la memoria. Esto sugiere que los sistemas implicados en la actividad de
la MMFP son el colinérgico, glutamatérgico y serotonérgico.

Siguiendo con la investigacion de la MMFP, se exploré su actividad sedante, su
efecto en la coordinacion motora y en la miorelajacion y su actividad anticonvulsiva contra
pentilentetrazol. A las dosis administradas no mostré actividad sedante, anticonvulsiva o
en la coordinacion motora, y una ligera actividad miorelajante a las dosis estudiadas.

En conclusion, se realizé la sintesis de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina con
rendimiento aceptable, dada su potencia frente a Piracetam a dosis mas bajas, su
actividad sobre la Formacion y Adquisicion de la memoria y su bajo perfil de reacciones
secundarias, le hacen un buen candidato para el desarrollo de un farmaco que mejore la

memoria.



Abstract

The arylpiperazines are a group of synthetic compounds with a vast range of biological
activities. Previous studies demonstrated that some 1-arylpiperazines showed nootropic
activity in the passive avoidance protocol in ICR mice. The present work continues the
research of the 1-(4-methoxy-2-methylphenyl)piperazine (MMPhP), since this compound
showed the best activity in this protocol. Thus, the synthesis of this compound was done
and its participation in the Acquisition (administration before training), Formation
(administration after training) and Consolidation (administration 24 h post-training) of
memory was analyzed. This compound showed sensible avoidance modifications in the
Acquisition and Formation of memory protocols but not in the Consolidation protocol.
Further research was made using compounds that produce memory impairment given by
their selective cholinergic (scopolamine 0.1 mg/kg i.p), serotonergic (buspirone 0.1 mg/kg
i.p) and NMDA-glutamate (dizocilpine 0.003 mg/kg i.p) systems in the Formation and
Adquisition protocols. The results showed that scopolamine, buspirone and dizocilpine did
sensibly modify the latencies improvement given by MMPhP in the Acquisition protocol,
and partially in the Formation protocol. These results express that the MMPhP requires its
action in this three receptor systems for producing its nootropic like activity.

Further investigation about the neuropharmacological properties of the MMPhP
was done evaluating its possible sedative, motor impairment, miorelaxant, and
anticonvulsive (in penthylenetetrazol induced seizures) properties. The MMPhP showed
mild miorelaxant properties, but not sedative, nor anticonvulsive or motor impairment
properties.

In conclusion, the acceptable yield synthesis, its relative higher potency compared
to piracetam and the effects in the Formation and Acquisition protocol and low side effects
profile, make the 1-(4-methyl-2-methoxyphenyl)piperazine a good candidate for further

drug development studies.



I. Introduccion
1. Antecedentes

1.1  Arilpiperazinas

Las arilpiperazinas son una familia de compuestos heterociclicos sintéticos con actividad
biologica diversa (Mull. 1965).

Las 1-fenilpiperazinas pueden ser obtenidas a partir del calentamiento de una mezcla
de anilina y clorhidrato de dietanolamina (Pollard y MacDowell. 1934; Bain y
Pollard.1939). Este compuesto puede ser obtenido también mediante el calentamiento
fuerte (220-240 °C por 6-8 h) de la mezcla 2:1 de la anilina correspondiente y el bis 2-
cloretilamina, registrandose rendimientos abajo del 50%. Se han propuesto
modificaciones para esta sintesis. En solucion, utilizando diferentes tipos de alcoholes
primarios o diglima como disolventes. En estado sdlido, utilizando un soporte adsorbente
de gel de silice o alumina basica. Como medio de reaccion se ha recomendado el uso de
alcoholes de bajo peso molecular o diglima (Mishani et al. 1996).

El rango de actividades de este tipo de compuestos va desde actividad antidepresiva -
quipazina y derivados- (Fray et al. 2006), antifungica -ketoconazol y derivados-,
antihelmintica —dietilcarbamazina-, antihistaminica -cinnarizina, ciclizina-, antimicrobiana —
cetirizina-, antirretroviral —delavirdine-, estimulante respiratoria -almitrina-, antihipertensiva
(Quesnel et al.1960), antiinflamatoria (Kiritsy et al. 1978), entre otras (Murphy et al. 1991).
Algunos de estos compuestos se unen con gran afinidad a los receptores de serotonina,
dopamina y sistemas adrenérgicos (Fray et al. 2006).

El mecanismo de accion farmacologica de las arilpiperazinas antihelminticas se
fundamenta en sus efectos agonistas del receptor inhibidor GABA (acido y-
aminobutirico), siendo su accién selectiva a los parasitos por las diferencias entre el
receptor GABAérgico parasitario con el de los mamiferos, incluyéndose el de los seres

humanos (Squire y Saederup. 1993).

Por otro lado, una serie de derivados de piperazina fenilsustituidos tienen actividad
como antagonistas selectivos de los receptores de dopamina; por lo cual se han
propuesto para el tratamiento de la esquizofrenia como es el RWJ-37796, con alta
afinidad de unién por los receptores dopaminérgicos D, y Dj;, por los receptores

serotonérgicos 5-HT44 y aa-adrenérgicos (Reitz et al. 1994; Boyfield et al. 1996).



Algunas arilpiperazinas 1-monosustituidas, como la 1-(o-metoxifenil)piperazina y la 1-
(m-clorofenil)piperazina bloquean la respuesta condicionada de evitacion en rata. La o-
metoxifenilpiperazina, es un ligando de los receptores 5-HT 4, pero no de los receptores
5-HT, (Mokorsz et al.1996). La 1-(m-trifluorometilfenil)piperazina (TFMPP) se ha
identificado como agonista serotonérgico con mayor afinidad que la quipazina y el MK-212
(Fuller et al., 1978).

Otros estudios han encontrado que tanto el TFMPP, el m-CPP y otros compuestos
relacionados con la serotonina, no poseen afinidad especifica a algun receptor y que
incluso pueden comportarse como agonistas o antagonistas en diferentes subsitios del
receptor de serotonina (Grotewiel et al. 1994).

Otro compuesto relacionado con las piperazinas, el WAY-100635, es un antagonista
selectivo a los receptores 5-HT;4 (Fornal.1996).
. Ademas, se ha comprobado que este compuesto y su metabolito WAY-100634

tienen gran afinidad por los receptores de Dopamina D4-D, (Chemel et al. 2006).

Figura 1. Estructura de WAY-100635

Se ha reportado la actividad de una serie de piperazinas, por ejemplo el SB-
616234, como antagonistas selectivos del receptor 5-HT,g, donde el nucleo de piperazina
participa activamente en la selectividad de este grupo de farmacos evaluados (Ward et al.
2009).

Figura 2. Estructura de SB-616234

Por otro lado, algunas 1-arilpiperazinas, incluida la 1-(2-metil-4-
metoxifenil)piperazina (MMFP) mostraron gran afinidad por el receptor 5HT; (Dukat et al.
1996).



Se sabe, en general, que los antagonistas de los receptores 5-HT tienden a no ser
selectivos y tienden a interactuar con otros receptores, como el a1-adrenérgico (Debnath
et al. 2003).

En afos recientes se ha introducido al mercado ilicito de sustancias psicoactivas
un numero importante de productos derivados de las piperazinas como adulterantes de
anfetaminas, siendo la bencilpiperazina (BZP), la 1-(3-trifluorofenil)piperazina (TFMPP) los
principales compuestos usados para este fin (US DEA., 2003). La Unién Europea a través
del Centro de Vigilancia para las Drogas y Adiccion a Drogas (EMCDDA, por sus siglas en
inglés) ha realizado la evaluacion del riesgo y decidido que las bencilpiperazinas,
incluida la 1-(m-clorofenil)piperazina, presentan un riesgo suficiente para requerir control

legal en todos los paises miembros.

Figura 3. Estructura de algunas 1-Arilpiperazinas

Asimismo se puede encontrar facilmente informacion acerca de algunos derivados,
como el BZP, TFMPP y m-CPP en paginas electronicas especializadas en dar informacién
de drogas de abuso, como es el caso de www.erowid.org y www.lycaeum.org, donde
incluso se puede encontrar informacion acerca de la experiencia de algunos usuarios.

Asi, se encontré que el BZP sustituia de manera dosis dependiente en ratas al
S(+)-MDMA en la respuesta condicionada a estimulo discriminativo. En este mismo
estudio se encontré que el BZP aumenta la actividad locomotora en ratones en una forma

dosis dependiente en la prueba de campo abierto (Yarosh et al. 2007).



1.2. Memoria

La memoria se define como el proceso de almacenar y recordar informacion que
producira un cambio en el comportamiento. Constituye una funcion crucial del cerebro y
es cotidiana en nuestra existencia (Ghoneim. 2004; Gordon. 1988).

El aprendizaje se define como el proceso que convierte a la experiencia, o
estimulo sensorial, en una forma en la que se pueda almacenar la memoria (Gordon.
1988; Okano et al. 2000). La memoria puede clasificarse de acuerdo a su contenido, en
relacién con el tiempo o por sus bases neurobioldgicas.

Cuando la memoria se clasifica de acuerdo a su contenido puede ser llamada
memoria declarativa o explicita, mediada principalmente por el hipocampo, y esta
relacionada con hechos o eventos; y, la memoria no-declarativa (implicita) o de
procedimiento, regulada principalmente por el estriado, que se ha considerado que no
requiere tener conciencia de que se esta recordando y es necesaria para realizar una
habilidad previamente aprendida. Se ha definido que la memoria explicita e implicita
pueden ser independientes. Dado que se han denotado casos en los que los individuos
pueden tener afectada la memoria explicita teniendo la memoria implicita intacta. De este
hecho se cree que hay mecanismos diferentes que regulen estos dos tipos de memoria.

La memoria explicita puede ser clasificada a su vez en episédica y semantica. La
memoria episodica permite recordar experiencias y eventos. Esto permite encadenar lo
que somos Y lo que hemos hecho dando a cada persona un sentido de individualidad. La
memoria semantica esta enfocada a hechos o nociones que no dependen del individuo en
si y tienden a ser sucesos publicos.

Si la memoria es clasificada de acuerdo con el tiempo ésta puede ser:

- Memoria a corto plazo (MCP), que puede durar de segundos a horas e involucra
la fosforilacion de proteinas, este tipo de memoria puede ser alterada facilmente
por traumatismos encefélicos y por algunos farmacos (Carpenter. 1986; Meneses.
2003; Téllez. 2008). En el presente trabajo se referira MCP a la memoria medible

una hora y media después del entrenamiento.

- Memoria de plazo intermedio (MPI), que puede durar horas y es soportada por la
traduccion de proteinas sin transcripciéon de genes. (Rosenzweig et al. 1993;
Smyth et al. 2002).



Memoria a largo plazo (MLP) es considerado el almacén permanente de la
memoria aunque se cree que esta sujeta a disminucién auténoma (Ghoneim.
2004; Cammarota et al. 2005). Este tipo de memoria requiere de cambios a nivel
génico al igual que todos los procesos referidos en la MCP y MPI (Marinesco y
Carew. 2002; Meneses. 2003).

En el presente trabajo se referira a la MLP como la memoria que dura mas alla de
las 24 h.

En relacién a ésta clasificacion, se ha encontrado que la MCP y MLP son procesos

independientes y no son fases secuenciales de un mismo fendmeno ya que son

adquiridas por vias moleculares independientes (Izquierdo et al., 1998; Cammarota et al.,

2005). Es asi como algunos procedimientos experimentales pueden bloquear a la MCP,

dejando sin modificacion a la MLP para la misma prueba en el mismo animal (Davis y
Squire. 1984; Izquierdo et al. 1998, 1999, 2006).

De acuerdo al procesamiento de la memoria, que lejos de ser un proceso unico e

instantaneo es un proceso gradual, se pueden diferenciar las siguientes fases principales:

1.

Estado de adquisiciéon: Etapa de aprendizaje, es decir, cuando la informacion es
codificada en circuitos centrales que incluyen microcircuitos en regiones
localizadas del cerebro. En este estado, la memoria puede formarse al ocuparse
de un objeto o para desarrollar una accion, lo cual lleva a la formaciéon de una
representacion del objeto o la accion dentro del cerebro (Gordon. 1988; Walter y
Stickgold. 2004; Okano et al. 2000).

Después de la adquisicion, de acuerdo a su relevancia o repeticion, la memoria continta a

las siguientes etapas:

Consolidacion: se refiere al proceso en donde una memoria se vuelve resistente
a la interferencia de factores competitivos o de interrupcién en la ausencia de
practica a través del tiempo (McGaugh. 2000). En otras palabras el proceso de
consolidacién de la memoria se refiere a la transformacion de una nueva memoria
a una de largo plazo, o cuando una memoria “labil” se convierte a una memoria
“no labil” o estable (Tsien. 2006).



3. Almacenamiento: en esta etapa la informacion se retiene en los circuitos

centrales dependientes (Gordon. 1988).

4. Recuperacion: en esta etapa, la informacion se recuerda al producir una

respuesta conductual o motora (Gordon. 1988).

De cualquier modo, se entiende como Adquisicién de la memoria al conjunto de
procesos neurologicos que son desencadenados al momento de recibir un estimulo o
informacion; Formacién de la memoria al conjunto de procesos que siguen a la
presentacién de un estimulo o informacioén asignandole un valor prioritario dependiente de
su trascendencia y/o repeticién; y, Consolidacion de la memoria a un conjunto de
procesos en los cuales una representacion inicial e inestable de memoria, es convertida a
una forma mas estable y eficiente. En el suefio son llevados a cabo la mayoria de los
procesos en cascada para llevar a la consolidacion (Stickgold y Walker. 2007).

Se ha propuesto a la potenciacion a largo plazo (PLP) como un mecanismo de
almacenamiento de informacion en el SNC muy importante en el proceso de memoria

(Caramos y Shapiro. 1994).

1.3 Sistemas de neurotransmision involucrados en la memoria

Entre los sistemas de neurotransmision involucrados intimamente en la memoria se
encuentran los aminoacidos: el acido y-aminobutirico (GABA) y el glutamato, y las aminas
biogénicas como la acetilcolina, dopamina, noradrenalina, histamina y serotonina.

Cabe recalcar que tanto el estudio del estado normal de memoria como el de los
estados patolégicos, depende del funcionamiento en conjunto de estos sistemas. Asi, el
estudio de un neurotransmisor no puede ser separado de otros neurotransmisores. De
cualquier modo, las aproximaciones hechas para la descripcién de la funciéon de los

diferentes neurotransmisores son los siguientes:
1.3.1. Sistema Colinérgico
Se ha encontrado que el sistema colinérgico tiene un papel importante en el aprendizaje y

la memoria, asi como en las patologias referentes a ambos procesos. Asi, se ha referido

que un aumento en la actividad colinérgica tiende a mejorar el desempefio en varias



tareas conductuales. De manera analoga, una disminucién de la actividad colinérgica,
debida al bloqueo o baja regulacién (down regulation) de los receptores muscarinicos da
como resultado déficits en la memoria (Watts et al. 1981; Bartus et al. 1982; Murray y
Fibriger. 1986; Green et al. 1988; Heinenger. 1999; Hasselmo. 2006).

La neurotransmision colinérgica es también el sistema de neurotransmision
central que sirve para el mantenimiento de la cognicion (Stewart et al, 2007).

De hecho, la escopolamina, antagonista de los receptores muscarinicos, deteriora
la memoria en sus etapas tempranas (Aigner y Mishkin. 1986) y es el modelo de amnesia
mas utilizado en animales. La mayoria de la evidencia acumulada sugiere que este
sistema participa en diferentes etapas de la formacion de la memoria y que la interaccion
de los receptores de acetilcolina y glutamato es de gran importancia, considerando que
esto podria iniciar una serie de eventos moleculares relacionados con cambios que lleven
al almacenamiento de la memoria a largo plazo (Miranda et al. 2003). Se ha demostrado
en experimentos con agonistas y antagonistas colinérgicos-muscarinicos, que estos
receptores participan en la regulacion de la memoria de trabajo (Beninger. 2001; Barros et
al. 2002).

Con respecto a los receptores nicotinicos, se ha reportado que los agonistas de
dichos receptores aumentan la cognicion en modelos animales, mejoran la memoria en
pacientes con Alzheimer y promueven la liberacion de acetilcolina y otros
neurotransmisores en el cerebro; por lo que constituyen un potencial terapéutico atractivo

para esa patologia (Gatto et al. 2004).
1.3.2. Sistema dopaminérgico

El sistema dopaminérgico ha sido implicado en la depresion, agitacion y comportamientos
psicoticos en pacientes no dementes (Lanctét et al. 2001).

La dopamina es un neurotransmisor encontrado en una amplia variedad de
animales, tanto vertebrados como invertebrados. Es una fenetilamina que actua activando

los 5 tipos de receptores dopaminérgicos D4, D,, D3, D4y Ds.

HOL

Figura 4. Estructura de la Dopamina



La accion de la dopamina en los diferentes receptores, del D, al Ds, desencadena
una serie de respuestas, incluso contrarias, dependiendo del tipo de receptor implicado.

Es asi como el sistema dopaminérgico puede afectar:

- Movimiento corporal. La activacion del sistema dopaminérgico es necesaria para el
desarrollo de las habilidades motoras.

- Cognicion y memoria. La dopamina esta intimamente relacionada con fenédmenos
de atencién y resolucion de problemas (Reitz ef al. 1994; Ellis y Nathan. 2001;
Sherry et al. 2002; Gibbs et al. 2007)

- Regulacion de secrecion de prolactina

- Motivacién, placer y adicciones (Sokoloff et al. 1992; Reitz et al. 1994; Leff y
Anton. 2004).

1.3.3. Sistema del Acido y—aminobutirico (GABA)

El GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC. El sistema GABA esta
intimamente asociado con el serotonérgico. Asi, los agonistas a GABA pueden alterar la
funcién de diferentes receptores 5-HT. El sistema GABA esta referido como implicado en
influir en muchas funciones psicobiolégicas como el comportamiento. Por ejemplo, un
aumento en el GABA ha sido asociado con una disminucién en la agresion (Guidotti et al.
1983; Grahame-Smith. 1992; Lanctbt et al. 2001).

La investigacion acerca de este neurotransmisor y su relacion con diferentes
patologias de la memoria, como la Enfermedad de Alzheimer (EA), ha dado resultados
que limitan concluir su participacion especifica en estos procesos patolégicos, ya que
mientras alguno autores concluyen que se observa un desbalance en los niveles de
receptores GABA o subsitios de este receptor; otros autores proponen que no hay
cambios significativos en los mismos (Shimohama. 1987; Carlson et al. 1993; Lanctét et
al. 2001).



1.3.4. Sistema Glutamatérgico

El Glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio del SNC. Sus receptores pueden
ser divididos en dos amplias categorias: los receptores ionotropicos y los metabotrépicos-

Asi, hay tres tipos de receptores ionotrépicos: AMPA, kainato (siendo los ultimos
dos llamados receptores no-NMDA) y NMDA, llamados de acuerdo a los agonistas que
los activan (Kandel et al. 2001).

El receptor NMDA (N-metil-D-aspartato) ha sido implicado en los procesos de
formacion de la memoria sobre todo en los fendmenos de plasticidad neuronal como la
PLP y en algunos procesos que desencadenan la Enfermedad de Alzheimer. Se
encuentra altamente concentrado en la corteza y en el hipocampo (Heininger. 1999;
Rudolph y Moler. 2006).

Figura 5. Estructura de NMDA

Se ha observado que la administracién de antagonistas a NMDA bloquean la PLP
y por tanto empeoran la adquisicion de la informacion de la memoria mucho mas que la
retencioén, efecto similar al observado con el farmaco anticolinérgico escopolamina (Aigner
y Mishkin. 1986; Redolat et al. 1998). Asi mismo, diversos estudios han mostrado que la
administracion de antagonistas de los receptores NMDA en animales jovenes, induce
déficits cognitivos similares a los observados en animales viejos (Pelleymounter et al,
1990; Spangler et al. 1991; Redolat et al. 1998). Es asi como se ha propuesto a este tipo
de compuestos como modelo para estudiar pérdidas cognitivas asociadas con la edad en
animales (Pelleymounter et al, 1990) y en sujetos humanos (Palmer y Gershon. 1990).

También se ha visto que los ratones que no contienen la subunidad NR1 (receptor
1 NMDA) en las células piramidales del area CA1 del hipocampo muestran déficit en la
memoria espacial y temporal (Rudolph y Moler. 2006).
Convencionalmente, el efecto del bloqueo de los receptores NMDA produce amnesia del
aprendizaje asociativo (Tronel y Sara, 2003); sin embargo, los aspectos precisos de la
consolidacién de la memoria que son bloqueados por inhibidores del receptor NMDA

siguen siendo desconocidos (Izquierdo et al. 2004).



Aun asi, se ha observado una relacion significativa entre los receptores NMDA y la
capacidad de aprendizaje, donde una reduccion en la ejecucién cognitiva en animales
viejos podria deberse, al menos en parte, a una disminucion (entre el 20-30%) del numero
de receptores NMDA corticales e hipocampales. (Pelleymounter et al. 1990; Sheuner et al.
1995).

Se cree que el efecto del sistema NMDA en el proceso de memoria requiere de un
equilibrio especifico en este sistema de neurotransmisién. Es asi como el antagonista no
competitivo a NMDA, la memantina ha sido propuesto como una alternativa al tratamiento
de Alzheimer (Molinuevo y Llado. 2005), aunque no se ha demostrado su eficacia en
voluntarios sanos. Sin embargo, otros antagonistas no competitivos como la ketamina o la
dizocilpina son agentes amnésicos (Redolat et al. 1998). Ademas, se ha demostrado que
la adquisicion de una respuesta de evitacidn pasiva en ratas y ratones puede verse
alterada por la administracion de antagonistas NMDA antes del primer ensayo (Bevenga y
Spaulding. 1998; Danysz et al. 1988; Venable y Kelly. 1990).

1.3.5. Sistema histaminérgico

La histamina es una amina que funge como neurotransmisor regulando algunas funciones
neurobioldgicas y de comportamiento como el ciclo de suefio-vigilia, consumo de agua,
actividad motora y nocicepcion (Hass y Panula. 2003). Aunque también esta asociada a
respuestas inmunes locales, en la regulacion de las funciones fisioldgicas del estbmago y

en la quimiotaxis leucocitaria.

Figura 6. Estructura de la Histamina
De los subtipos de receptores Hi, Ho, H3 y H;y que se han identificado en
mamiferos, solo los Hy, H, y H; estan expresados en el sistema nervioso central, mientras
que el H, es encontrado sélo en la periferia.
Se han realizado estudios acerca de la participacion de la histamina en pruebas
como la evitacidon pasiva en ratas, encontrandose que la infusion intracerebroventricular
(icv.) de histamina no s6lo aumenta el aprendizaje sino ademas la retencion de memoria

(Almeida e lzquierdo. 1988), aunque contrariamente después se reportd que la



administracion jcv. e ip. disminuia la latencia en el protocolo de evitacion activa, que
puede entenderse en un decremento en la memoria (Kamei et al. 1992). Por lo que se
puede decir que esta sustancia tiene una importante colaboracion en el proceso de

memoria aunque no esta bien definido su rol fisiolégico en la modulacién de la misma.

1.3.6. Sistema Serotoninérgico

La Serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT) es uno de los neurotransmisores mas
importante en la neurotransmisién y ha sido, por mucho, uno de los sistemas con mayor
investigacion en su relacion con los procesos de memoria y cognicion.

Las vias de distribucion de la serotonina, en los mamiferos, se originan en los
nucleos de raphé y de éstos ascienden fibras que inervan a las diferentes areas del

cerebro que estan involucradas en el aprendizaje y la memoria (Barnes y Sharp. 1999).

Figura 7. Serotonina

Actualmente, el desarrollo de la clonacién y los sistemas in vitro ha permitido
avanzar en la clasificacion de los diferentes subsistemas de 5-HT, 5-HT-5-HT-. Siendo en
su mayoria receptores acoplados a proteina G, exceptuando a la familia de receptores 5-
HT; —que son canales ibénicos ligando dependientes. Se ha demostrado
electrofisiolégicamente que la subfamilia de receptores 5-HT,, en su mayoria, produce
hiperpolarizacion de membrana, mientras que las subfamilias de receptores 5-HToas/0c,
5-HT3/38, 5-HT4 y 5-HT; producen despolarizacion (Hoyer et al. 2002; Meneses y Pérez-
Garcia. 2007).

Se sabe que el sistema serotonérgico interactia extensivamente con el sistema
colinérgico (Cassel y Jeltsch. 1995; Steckler y Sahgal. 1995), noradrenérgico,
GABAérgico y dopaminérgico (Lanctét et al. 2001).

Diversos estudios sugieren que la facilitacion o inhibicion de mecanismos
serotoninérgicos modifica la formacion de la memoria, la cognicién e incluso el
aprendizaje espacial, tomando como ejemplo la investigacién concerniente al receptor 5-
HTsa (Buhot. 1997; Meneses. 1999; Meneses y Perez-Garcia. 2007); lo cual es



consistente con el hecho de que la Enfermedad de Alzheimer parece estar asociada con
una disminucion del numero de transportadores serotoninérgicos en varias areas
cerebrales como lo son el raphe dorsal, hipocampo y corteza entrorhrinal (Arnsten y van
Dyck. 1997; Azmitia y Whitaker-Azmitia. 1997; Solodkin y Hoesen. 1997).

Oftros estudios, tanto en animales como en seres humanos, demuestran que los
mecanismos del transportador de serotonina (5-HT+) representan un blanco terapéutico
para el tratamiento de disfunciones cognitivas (Meneses, 2007). De hecho, los sitios de
recaptura de 5-HT han sido implicados en el aprendizaje y la memoria (Meneses. 2002;
Téllez. 2008). Asi, la administracion post- pero no pre-entrenamiento de inhibidores de la
recaptura de serotonina, como la fluoxetina, facilitan la consolidacién de la memoria
(Meneses, 2002; Téllez. 2008) e incluso la memoria a corto y largo plazo.

Ademas, se ha encontrando que la administracion sistémica de antagonistas a
receptores 5-HT,4 pueden facilitar el rendimiento cognitivo, esto debido a un mejoramiento
de las neurotransmisiones colinérgicas y glutamatérgicas hipocampales/corticales (Madjid
et al. 2006).

Por otra parte, se ha demostrado que una concentracion elevada en los niveles de
serotonina cerebral, aumenta la cognicién en animales y seres humanos; mientras que la
disminucion de estos niveles, posiblemente debido a una deplecion aguda de triptéfano,
empeora dicha cognicién (Haider et al. 2006., Sambeth et al. 2007) lo cual probablemente
involucra los sitios de recaptura de 5-HT y algunos de los receptores de este
neurotransmisor (Meneses, 2007).

En las patologias de memoria, como la Enfermedad de Alzheimer los niveles
corticales, la recaptura y la liberacién estimulada de 5-HT se encuentran reducidos
(Palmer y DeKosky. 1993).



1.4. Patologias de la memoria

Durante la historia del hombre se han descrito diferentes enfermedades concernientes a
la cognicion y memoria. Es asi como se ha tratado de entender los mecanismos por los
cuales se almacena la memoria dentro del cerebro o si hay regiones especificas para el
desarrollo de la misma y poder definir un tratamiento eficaz a dichas patologias.

Se sabe que existen diferentes condiciones organicas que pueden afectar la
memoria, tanto provocadas por algun accidente o ablaciéon quirdrgica que afecte ciertas
zonas cerebrales, trastornos agudos producidos por interferencias con la actividad
cerebral como la encefalitis, la isquemia, terapia electroconvulsiva y toxemias, o
patologias degenerativas cronicas clasicamente, aunque no exclusivamente, asociadas
en pacientes de edad avanzada , como el Alzheimer, y que pueden ser producidas por
tumores o el abuso cronico de sustancias como el alcohol o sustancias de abuso.

A continuacion se enlistan algunas de las patologias clasicas de la memoria y

cognicion.

1.4.1. Demencia

La demencia se ha descrito como una disminucién crénica de las habilidades
cognoscitivas no asociadas al envejecimiento normal. Esta patologia es resultado de una
degeneracién de las funciones corticales y subcorticales que pueden ser asociadas a

diversas causas (Gotz et al. 2006).

1.4.2. Amnesia

La amnesia, que es considerada un tipo de demencia, esta definida como la deficiencia en
la capacidad de aprender nuevos hechos y eventos (amnesia anterdgrada), que ocurre en
condiciones en las que se mantienen intactas las habilidades intelectuales como leer,
hablar o escribir. Esta deficiencia se puede extender para la informacion verbal como la
no verbal y/o para cualquier material presentado de manera sensorial.

También se puede citar la amnesia retrograda que es referida a la pérdida de la

memoria de hechos y eventos de periodos previos al surgimiento de la amnesia.



Cabe resaltar que muchos de los pacientes amnésicos son capaces de realizar
tareas de memoria de manera normal, recordando cierta informacion inmediata. La
dificultad para estos pacientes es el almacenaje de memoria a largo plazo (MLP) que es el
tipo de memoria que comunmente se dafa con la amnesia y que depende intimamente de

los sistemas cerebrales alterados (Bermudez y Prado, 2001).

1.4.3. Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer (EA), también denominada mal de Alzheimer o Alzhéimer es
una enfermedad neurodegenerativa descrita por Emil Kraepelin y observada de manera
inicial por Alois Alzheimer en 1906. Esta enfermedad se manifiesta como deterioro
cognitivo y por trastornos conductuales dado por la pérdida progresiva y selectiva de
neuronas, y por la formacion anormal de placas amiloides neuriticas en la edad madura.
Esta degeneracion progresiva resulta en una atrofia de las regiones cerebrales afectadas.
La enfermedad suele tener una duracion media aproximada de 10-12 anos, aunque esto
puede variar. La EA resulta ser un desorden multisistémico neuronal en donde el sistema
colinérgico, monoaminérgico y de neurotransmision peptidica resultan afectados
(Cacabelos. 1988; De Onodera. 1994).

Aunque en realidad no existe un tratamiento efectivo contra los trastornos de
memoria, se han sugerido varios tratamientos para aminorar los efectos de la falta de
memoria. Los agentes del grupo de anticolinesterasas forman un soporte estandar para la
terapéutica de la EA (Lleo et al. 2006; Trinh et al. 2003). Esto es porque el bloqueo de la
accion de la acetilcolinesterasa, permite el mantenimiento de la actividad colinérgica y asi,
su interaccion con los receptores sinapticos.

1.4.4. Esquizofrenia

La esquizofrenia (del griego, schizo (oxiCeiv): "escisién" y phrenos (@pAv, epev-): "mente")
es un diagndstico psiquiatrico de tipo cronico y severo que describe un grupo de
trastornos mentales, en personas con alteraciones en la percepcion o la expresion de la
realidad; afecta aproximadamente al 1% de la poblacion (Reitz et al. 1994; Bhugra D.,
2006).

La esquizofrenia se caracteriza por una mutacion sostenida de varios aspectos del
funcionamiento psiquico del individuo, principalmente de la conciencia de realidad, y una

desorganizacion neuropsicolégica (laxitud asociativa) mas o menos compleja, en especial



de las funciones ejecutivas, todo esto lleva a una dificultad para mantener conductas
motivadas y dirigidas a metas, alteraciones afectivas, del lenguaje y conductuales que
llevan a una disfuncién social significativa.

Los sintomas suelen presentarse en adultos jévenes y el diagnéstico, aunque
complicado ya que ninguno de los sintomas es patognomonico a ésta condicién, inherente
a esta patologia, suele estar basado en las experiencias reportadas por el mismo paciente
o su comportamiento frente al examinador (Bermundez y Prado 2001).

Los farmacos que se utilizan para el tratamiento de la esquizofrenia son el
haloperidol, la clozapina y la risperidona (Reitz et al. 1994). El haloperidol tiene eficacia
parcial. Entre sus efectos secundarios mas importantes estan los desordenes mayores de
movimiento, llamados efectos secundarios extrapiramidales (EPS, por sus siglas en
inglés). La clozapina, que se une a los receptores D, y 5-HT, de serotonina, por el
contrario, ha mostrado no tener estos EPS. Sin embargo causa una baja incidencia de
agranulocitosis y requiere de evaluaciones sanguineas periodicas en la terapia continua.
En tanto que la risperidona antagoniza tanto a los receptores D, y 5-HT, y muestra
menores EPS (Reitz et al. 1994).

Es asi como una alternativa para disminuir este tipo de efectos es el uso de
agentes que bloqueen la regulacion a la alta del sistema dopaminérgico, en especifico de
los receptores tipo D, que han sido asociados con la esquizofrenia (Reitz et al. 1994;
Boyfield et al. 1996) aunque algunos autores proponen que puede haber ventajas en el

uso de compuestos con afinidad a multiples receptores.

1.4.5. Enfermedad de Huntington

Enfermedad hereditaria autosémica dominante neurodegenerativa de ganglios basales
cerebrales, que conlleva irremediablemente a la muerte ( Bird., 1986; Browne., 1997).

Esta enfermedad se presenta entre los 30 y 50 afos de edad, aunque esto puede
variar. Produce una alteracion cognoscitiva, psiquiatrica y motora, de lenta progresion
durante un periodo de 15-20 afios. Uno de los rasgos mas extremos de esta enfermedad
es el movimiento exagerado de las extremidades y la aparicion de muecas repentinas.
Ademas, se hace progresivamente dificil el hablar y el tragar.

En etapas finales de la enfermedad, la duracion de los movimientos se alarga,

manteniendo los miembros en posiciones complicadas y dolorosas durante tiempos que



pueden prolongarse a horas. Las facultades cognitivas disminuyen, asi como la memoria
y la capacidad de concentracién empeora.

La enfermedad termina en una demencia fuerte, que puede llevar al suicidio. Se
sabe que este mal esta caracterizado por una reduccidn profunda de las células
neuronales que conforman el estriado y el globus pallidus (Enna et al. 1977). Actualmente

no existe cura para revertir los efectos de esta enfermedad (Deus-Yela et al. 1997).

1.4.6. Sindrome de Wernicke-Korsafoff

Descrito en 1988 por S. Korsakoff, es un desorden nemodnico acompanado por dano
cerebral, en el cual se pierde la memoria anterograda reciente en mayor proporcion.
Algunos pacientes pueden denotar pérdidas en la memoria remota. Este tipo de mal esta
asociado a deficiencias en Vitamina B1 (tiamina) por desnutricion, por ejemplo en el
alcoholismo crénico. Siendo asi, el grupo de pacientes con lesiones en la region
diencefalica mas estudiados. Es asi como se conoce que este trastorno puede ser debido
a lesiones en el hipotalamo y Iébulo frontal. Este tipo de pacientes se presentan apaticos
o planos y tienden a la confabulacion, que es el llenado de lagunas neménicas con

historias inventadas (Kopelman. 1995; Bermundez y Prado 2001).

1.4.7. Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad degenerativa del sistema nervioso
central, caracterizada por una gama de rasgos motores y no motores que pueden
impactar en la funcidon normal del individuo en diferentes grados de intensidad. Es
producida por la pérdida de neuronas en la substancia nigra y la disfuncién de los circuitos
neuronales relacionados con el control de los movimientos corporales.

Es un trastorno propio de personas de edad avanzada, mayores de 60 afos,
aunque existen formas de inicio juvenil, donde se han reportado casos desde los 35 anos.
Su evolucién es lenta y varia entre los 10 a 25 afios. Los factores de riesgo para su
desarrollo y evolucidon comprenden: antecedentes familiares, sexo masculino, exposicion

a plaguicidas, consumo de agua no procesada y habitar en medio rural (Jankovic. 2008).



1.5. Experimentos para la Evaluacién de la Memoria

Se han propuesto diferentes modelos para la evaluacion de nuevas sustancias con
posible actividad en procesos de memoria. Entre ellas destacan:

- Automoldeamiento (Autoshaping) (Barret y Vanover. 2003).

- Aversioén condicionada al sabor (Didai. 1989).

- Reconocimiento de objeto novedoso (Ennanceur y Delacour. 1988).

- Laberinto de Agua de Morris (Morris. 1984).

- Pruebas de evitacion activa y pasiva (Cammarota. et al. 2005).

1.5.1. Prueba de evitacion pasiva

En el protocolo de evitacion pasiva (EP), también llamado evitacion inhibitoria de un solo
proceso, los animales aprenden a no pasar a una plataforma para prevenir asi un shock
ligero en sus patas. Esto puede ser tomado como parte de la memoria explicita. Este
modelo sera el utilizado en las pruebas de memoria del presente trabajo.

El aparato consiste en una caja de acrilico de dos compartimentos, un
compartimento de luz y otro oscurecido (de color negro); entre ellos hay una puerta de
guillotina. El animal en estudio, generalmente un roedor, es colocado en el compartimento
de luz de manera que éste quede viendo a la pared opuesta a la puerta de guillotina. Esta
puerta se abre automaticamente, después de un tiempo definido, permitiendo al animal
pasar al compartimento oscurecido. En el momento en que el animal cruza al
compartimento oscurecido la puerta se cierra y, solo durante el entrenamiento, se le
castiga con cierto estimulo negativo; por ejemplo: una descarga eléctrica por cierto
tiempo, empaparlo con agua fria (Sakaguchi. 2006). Inmediatamente después de esto, el
animal es sacado del compartimento oscurecido (Jarvik y Kropp. 1967; Vogel et al. 2002).

La adquisicion rapida de los datos facilita el analisis de los eventos bioquimicos
envueltos en la formacién de la memoria. En las condiciones 6ptimas, el experimento no
puede ser alterado por otros factores externos o modificado por otros experimentos o
ensayos.

El experimento depende de la actividad integral del hipocampo (especificamente
en el CA1), la corteza entorhinal y posterior parietal; es modulado inicialmente por la

amigdala y el séptum medial e indirectamente por las hormonas del estrés. Ademas, no



es un experimento modelo de memoria implicita, ya que el animal no esta realizando un
habito.

Asi, la evitacién pasiva es un tipo de aprendizaje donde participan diferentes tipos
de estimulos incluyendo la percepcidn espacial y visual, sensibilidad al dolor, y los
componentes emocionales referentes al miedo. Por lo tanto, éste envuelve una represién
especifica de la tendencia natural del animal al reconocimiento de un ambiente nuevo, sin
afectar el rendimiento de su comportamiento mientras se encuentra seguro, que es la
parte no adversa de la caja (Cammarota et al. 2005).

Se ha propuesto que la administracion de farmacos que afecten rapida, especifica
y reversiblemente los eventos bioquimicos que se desencadenan en el proceso de
memoria, es una forma adecuada para poder abordar el estudio en la prueba de evitacion
pasiva, ya que el uso de lesiones o modificaciones genéticas podria llevar a
consecuencias duraderas y/o permanentes que podrian afectar significativamente el
estudio (Cammarota et al. 2005).

Ademas, se ha propuesto la evaluacion de los efectos de los farmacos
manteniendo constante la prueba de comportamiento, el sitio de infusion y la especie
animal constante mientras se varia la dosis o el tipo de farmaco usado. Puede ser un
protocolo factible para la evaluacion de un compuesto en el proceso de memoria
(Meneses. 1999, 2003).

Es asi como cada uno de los protocolos de administraciéon expuestos en el
presente trabajo estardan enfocados a la investigacién de las diferentes fases de la
memoria. De tal manera se puede explorar la Adquisicidon, la Consolidacién y la
Formacion de la memoria (McGaugh. 1989; Meneses. 1999, 2003; Meneses y Hong.
1997). Los resultados dependeran de los receptores implicados en la memoria, afectados
(Meneses. 1999).

Se ha propuesto que la administracién previa al entrenamiento podria afectar la
Adquisicion y/o reflejar cambios no especificos (por ejemplo, motivacion, percepcion,
actividad motora).

En la administracién después del entrenamiento se obtendran cambios de
comportamiento y/o neurobioldgicos que pueden ser atribuidos a mecanismos
relacionados con la memoria, dado que la informacion ya ha sido adquirida y almacenada.

Se ha encontrado que algunos farmacos, particularmente antagonistas
muscarinicos y glutamatérgicos, bloquean tanto la Memoria a Corto Plazo como la

Memoria a Largo Plazo (Cammarota et al. 2005).



Se conoce también que la administracion pre-entrenamiento de antagonistas del
receptor 5-HT,4, aumentan la latencia en la prueba de EP. Ademas, ligandos de los
receptor 5-HT,, administrados post-entrenamiento no producen cambios sensibles en la
latencia en esta prueba.

Estos resultados sugieren que en la prueba de EP hay un tono serotoninérgico que
envuelve a los receptores 5-HT,4 y que el efecto facilitador de los antagonistas de los
receptores 5-HT., es dependiente de las areas del cerebro y de la fase de memoria
(Izquierdo et al. 2006).

Notablemente, se ha reportado que la administracién pre-entrenamiento sistémica
(subcutanea) de la 8-OH-DPAT facilita el aumento en la latencia en la prueba de EP a
dosis bajas (0.01 y 0.03 mg/kg) en ratones, pero dana la retencién en esta prueba a dosis
altas (0.1-1.0 mg/kg) (Madjid et al. 2006).

Ciertamente, algunos de estos efectos son mediados por la amigdala y/o por el
hipocampo. Por ejemplo, la administracion sistémica o intraamigdala de agonistas
parciales 5-HT,4, como la buspirona, o totales como el 8-OH-DPAT modifican la latencia

en esta tarea (Liang. 1999).



1.6. Modelos de trastornos de memoria (Amnésia)

Se ha demostrado que en tareas cognitivas con sujetos humanos y no humanos que se
encuentran en un contexto que ha sido alterado después del entrenamiento, resulta en
déficits de recuperacién de la memoria (Smith. 1979; Spear et al. 1980; Kissinger y Riccio.
1995).

Se ha propuesto también que el tipo de entrada contextual de la informacion puede
mediar la expresién de la memoria. Asi, se puede decir que una respuesta condicionada
tiene mayor probabilidad de ser obtenida en presencia de entradas contextuales
especificas, es decir, aquellas que estuvieron presentes durante la sesion de
entrenamiento. Asi como sucede con los cambios contextuales externos, entradas de
informacién con cambios internos o interoceptivos pueden llevar también a alteraciones
profundas de la recuperacién de la memoria.

Se han estudiado diferentes agentes farmacolégicos que producen alteraciones en
la memoria, al igual que condiciones hipo- o hipertérmicas, o con el uso de choques
electroconvulsivo antes o durante el entrenamiento. Es por esto que una pérdida de la
memoria, en individuos que tienen un estado interno alterado durante el entrenamiento, es
considerado como una pérdida en la capacidad de recuperar esta informacién (Bouton.
1994; Spear y Ricco. 1994).

Los modelos de trastornos de memoria expuestos en este trabajo estaran
enfocados en tres sistemas de neurotransmision: colinérgico, NMDA-glutamatérgico vy

serotonérgico.



1.7. Farmacos Nootropicos

La palabra nootropico esta formada por vooo (nhoos), mente y tporoc (tropos) vuelta,
encender, por lo que un farmaco nootrépico es aquella sustancia que ayuda a (Giurgea.
1980, 1982):

o Aumentar la memoria y el aprendizaje
o Facilitar el flujo de la informacién en el cerebro entre sus hemisférios.
o Aumenta la resistencia cerebral a dafio quimico y fisico.

o Mejorar la falta o incrementa la poca actividad psicoldgica y cardiovascular.

Son compuestos originalmente de origen sintético, aunque se ha asociado esta
actividad a productos naturales. Se utilizan para mejorar la capacidad cognitiva y/o
mejorar la capacidad de retencién de memoria tanto en sujetos sanos como en los sujetos

con diferentes trastornos de memoria (Gouliaev y Senning. 1994).

1.7.1. Racetams

Los derivados de pirrolidona, también llamados Racetams, son los farmacos que ocupan
un lugar importante como parte de la posologia tipica para el tratamiento de trastornos
como el Alzheimer y la demencia senil (Gheraldini et al. 2002).

Estos compuestos son utilizados para aumentar la concentracién, el
funcionamiento cognitivo, la retencién de la memoria y la capacidad para resolver
problemas con poca o nula estimulacion central (Fletcher. 1997). Se han encontrado
reportes que, ademas, aumentan la Potenciacion a Largo Plazo en el hipocampo (Satoh
et al. 1986; Pugliese et al. 1990). Un perfil farmacoldgico favorable, es decir, baja
toxicidad, efecto sedante o estimulante despreciable y baja incidencia a otro tipo de efecto
secundario o colateral con el uso de psicoestimulantes, conlleva al interés en la
investigacion de la accion de estos agentes nootrépicos, en modelos de condiciones
neurodegenerativas e incluso en etapas avanzadas de investigacion, en condiciones
neurodegenerativas humanas (Gheraldini et al. 2002).

El Piracetam (2-pirrolidoneacetamida) es un farmaco que ha demostrado ser eficaz

para revertir la amnesia inducida, ya sea por el pretratamiento de Escopolamina,



Diacepam, shock eléctrico o hipoxia en pruebas de memoria en ratones (Lenégre. 1988).
También se le atribuyen propiedades protectoras contra la intoxicacion con barbituricos e
incluso se ha encontrado benéfico en pacientes con demencia menor o moderada
(Herrmann et al. 1991). Sin embargo, no se ha encontrado afinidad del piracetam o de sus
derivados hacia los receptores a1, o2, B (adrenérgicos), muscarinicos, dopamina,
adenosina, p-opioides, GABA (con excepcion del nefiracetam), benzodiacepinicos ni
glutamato. Aun asi, varios estudios han revelado cambios significativos en la actividad de
algunos neurotransmisores aunque no se ha propuesto una teoria aceptable de su
mecanismo de accion farmacoldégica.

Algunos autores proponen que el efecto de los racetams, es debida a una
potenciacién de la neurotransmision, siendo clara una modulacion del influjo de iones. Ya
sea, por ejemplo, por una potenciacion del flujo de sodio mediante canales diferentes al
tipo L voltaje dependientes, potenciacion del flujo de sodio por receptores del acido alfa-
amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropidénico operados por canales o canales voltaje-
dependientes, o por una disminucién en el flujo de potasio. Se ha sugerido también que
su actividad puede estar dada por efecto en el transporte de iones mediado por
acarreadores.

Estudios clinicos del piracetam han demostrado que los tratamientos largos y a
dosis elevadas ayudan a disminuir los sintomas clinicos severos de la enfermedad del
Alzheimer y que tienen una eficacia comparable con la terapia con inhibidores de

acetilcolinesterasa (Gouliaev y Senning. 1996).
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Figura 8. Estructura del Piracetam



I1. Justificacidon

Los desordenes asociados con la memoria y cognicién constituyen un problema de salud
actual, por lo que es de vital importancia encontrar nuevas alternativas terapéuticas con la
capacidad de facilitar las habilidades de atencion, adquisicion, almacenamiento y
recuperacion de la informacion, ademas de atenuar el deterioro de la memoria asociadas
con la edad (Gualtieri et al., 2002). Considerando que algunas arilpiperazinas han
constituido un grupo de compuestos activos en el sistema nervioso central, en particular
sus propiedades sobre el sistema serotonérgico y su participacién en procesos de
aprendizaje (Meneses, 2003), asi como que algunas arilpiperazinas 1-monosustituidas,
como la 1-(o-metoxifenil)piperazina y la 1-(m-clorofenil)piperazina bloquean la respuesta
condicionada de evitacion en rata; que la 1-(o-metoxifenil)piperazina es un ligando de los
receptores 5-HTa, (Mokorsz et al. 1994) y que la 1-(m-trifluorometilfenil)piperazina
(TFMPP) se ha identificado como agonista serotonérgico, en un trabajo anterior realizado
en la Facultad de Quimica (Téllez, 2005) en el que se evalud la actividad nootrépica de
una serie de 1-arilpiperazinas, el compuesto 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP)
resultdé con la mayor actividad. Por lo que se pensé en sintetizar este compuesto para
valorar el efecto que podria tener sobre la memoria, asi como también se considerd
pertinente determinar si este compuesto tiene actividad en la Adquisicion, Formacion y
Consolidacién de la memoria y a su vez determinar si en su mecanismo de accion

participan el sistema colinérgico, el sistema serotonérgico y/o el sistema glutamatérgico.



II1. Hipétesis

La 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP) se sintetizara en rendimientos adecuados a
partir de la 2-metil-4-metoxianilina y la bis 2-cloroetilamina. La MMFP mejorara los
procesos de memoria a corto plazo (MCP), memoria a largo plazo (MLP) en la Formacion,
Adquisicion y Consolidacion de la Memoria. La actividad de la MMFP estara dada ya sea
favoreciendo la actividad colinérigica, reduciendo la actividad dopaminérgica sobre los
receptores NMDA o reduciendo la actividad serotoninérgica sobre los receptores 5-HTa.
Asi mismo, la MMFP no presentara otros efectos neurofarmacolégicos como sedacion,
miorrelajacion, anticonvulsivante y sobre la coordinacion motora, para sustentar mejor su

efecto sobre la memoria en el modelo conductual de evitacion pasiva.

IV. Objetivos

. Realizar la sintesis de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP) a partir de
la 2-metil-4-metoxianilina y la bis 2-cloroetilamina.

. Realizar la evaluacion farmacoldgica in vivo de la MMFP sobre procesos de
memoria a corto plazo, memoria alargo plazo en los procesos de adquisicion,
consolidacién y formacién de la misma, asi como realizar la exploracién de la
participacién de los sistemas colinérgico, dopaminérgico y serotonérgico en
tales procesos en ratones ICR, utilizando el modelo de evitacidn pasiva.

e Realizar la evaluacion de los efectos neurofarmacolégicos: sedante,

miorrelajante, anticonvulsivante y sobre la coordinacion motora.



V. Materiales y Métodos

5.1. Procedimientos generales

5.1.1. Aparatos

El punto de fusidon se determind en un Aparato Fisher-Johns. El espectro de IR fue
obtenido en pastilla de KBr en el equipo FT/IR modelo Spectrum RXI Perkin Elmer con
resolucion de 4 cm™. Rango de 4000-400 cm™. El espectro de Masas fue obtenido por
impacto electronico positivo en un equipo JEOL JMS-AX505 HA Mass Spectrometer IE a
70eV, filamento de 100 mA. Los espectros de RMN 'H y RMN'C fueron obtenidos de un
aparato Varian Gemini 200MHz, version 2000 utilizando como disolvente D,0O. La prueba
de RotaRod fue realizada en un RotaRod Ugo Basile Treadmill Modelo 47600. Para la
prueba de evitacion pasiva se utilizé un aparato Passive Avoidance Apparatus, Ugo Basile
7550.

5.2. Sintesis de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina

Esquema de Reaccién. El esquema de reaccién seguido fue el siguiente:

5.2.1. Procedimiento

En un matraz redondo de 50 mL se agregdé 1 mol de la 2-metil-4-metoxianilina, disuelta
con 20 mL de butanol y posteriormente, con agitacion moderada y continua, se agrego 1
mol de bis (2-cloroetil)Jamina. Se calent6 a reflujo moderado por 48 h; posteriormente, se
determiné el avance de reaccién por cromatografia en capa fina. Se agregaron 0.4 moles
de carbonato de sodio; la reaccién se calento a reflujo moderado por 48 h mas. El final de
la reaccion se determind por cromatografia en capa fina. La mezcla de reaccién se filtré al

vacio, efectuando lavados con 3 porciones de 10 mL de metanol caliente, posteriormente



el disolvente se evaporé al vacio. El sélido obtenido se recristalizd con metanol y se

guardo en un frasco ambar.

5.3. Evaluacién farmacolégica

5.3.1. Farmacos y Sustancias

Los compuestos 2-metil-4-metoxianilina, buspirona, clorhidrato de escopolamina, maleato
de dizocilpina, pentilenetetrazol, clorhidrato de bis (2-cloroetil)amina, y piracetam fueron
adquiridos de Sigma Aldrich. El clorhidrato de escopolamina fue adquirido de Fluka
Biochemika. Los compuestos derivados de las 1-arilpiperazinas fueron sintetizados
previamente en el Laboratorio 126 de la Facultad de Quimica, Edificio de Bioquimica y

Farmacia.

5.3.2. Animales

En este estudio se utilizaron ratones ICR Macho 25-30 g, adquiridos en el Centro UNAM-
Harlan (Harlan de México S.A de C.V) y mantenidos a una temperatura constante de 22 +
1°C, con ciclos de luz/oscuridad de12 horas y con acceso a la comida y al agua ab libitum
antes, durante y después de cada experimento.

El manejo, mantenimiento y experimentacion con los animales fueron realizados
en concordancia con la Normal Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999.

Se trabajé entre las 9:00 y 15:00 h para experimentos de comportamiento. Para los
experimentos de evitacion pasiva los ratones fueron habituados por 15 minutos a la
oscuridad disminuyendo, lo mas posible, la luz del cuarto y manteniéndolos sin estrés
antes de empezar cualquier experimento. Los experimentos se realizaron con el menor

ruido posible. Todos los experimentos se realizaron en lotes de 6 a 10 animales por

grupo.



5.3.3. Dosificacion

Los farmacos y compuestos puros se disolvieron en solucion salina, agitados en un vortex
(Thermoline MAXI MIX Plus) hasta su completa disolucion. Los farmacos fueron
preparados minutos antes de realizar los experimentos y fueron administraron por via
intraperitoneal. El diacepam (Roche) fue disuelto primero en alcohol etilico y después se
hizo la solucion agregando lentamente solucion salina de tal manera que la concentracion
de alcohol en la solucién fuera de 10%. Todos los tratamientos se administraron en un

volumen constante de 0.1 mL/10 g de peso corporal.



5.3.4. Experimentos de memoria

5.3.4.1. Aparato de Evitacion Pasiva

El aparato de Evitacion pasiva consiste de dos compartimientos. El primero, es un
compartimiento blanco e iluminado (18 x 9.5 x 16 cm), y el segundo es un compartimiento
obscuro (18 x 9.5 x 16 cm), separados por una puerta de guillotina. El piso del
compartimiento oscuro estd hecho con una rejilla con barras de acero de 0.3 cm de

diametro, separadas a una distancia de 1.2 cm (Eidi et al., 2003).

Imagen |. Equipo de Evitacion Pasiva

5.3.4.1.1. Entrenamiento

La prueba se inicia colocando al animal en el compartimiento iluminado, al transcurrir 10
segundos la puerta corrediza que se encuentra entre ambos compartimientos se abrid,
dejando el libre acceso al compartimiento oscuro, una vez que el raton entré a dicho
compartimiento, se cerré la puerta automaticamente y también automaticamente se le
aplicé un estimulo por medio de un choque eléctrico de 0.3 mA de intensidad durante 2
segundos. Se midié el tiempo de latencia inicial, que es el tiempo que tardo el ratén en

pasar del compartimiento iluminado al oscuro una vez que se abridé la puerta. Los



animales que tardaron mas de 100 segundos en entrar al compartimiento oscuro, fueron
eliminados de la prueba. (Mainberg-Aiello et al., 2000). Después de la aplicacion del
estimulo (choque eléctrico), se retird al animal del compartimiento oscuro y se regreso a

su jaula habitacion.

5.3.4.1.2. Protocolo de evaluacion inicial

En la evaluacion inicial se determiné la actividad nootropica de diversas aril-piperazinas
sintetizadas con diferentes sustituyentes en el anillo aromatico: p-bromofenilpiperazina (p-
BPP),  m-clorofenilpiperazina  (m-CPP),  p-clorofenilpiperazina  (p-CPP),  3,5-
diclorofenilpiperazina (3,5-DCPP), 3,4-(metilendioxi)fenilpiperazina (3,4-MDXPP), 1-(2-
metil-4-metoxifenil)piperazina (MMPP), 1-naftilpiperazina (1-NPP) y 3-nitrofenilpiperazina
(3-NPP), en ratones macho de la cepa ICR. Los compuestos se administraron por via
intraperitoneal (i.p., 0.1 mg/10 g peso) y se utilizaron dosis en incrementos logaritmicos
(0.1-100 mg/kg, n=10 por dosis); como farmaco de referencia se utilizé piracetam y como
control se utilizé solucion salina 0.9%.

En este protocolo el compuesto a estudiar o el vehiculo se administraron en el lado
derecho del peritoneo 30 minutos antes del Entrenamiento y se realizé la administracion
post-entrenamiento de Escopolamina (0.1 mg/kg; i.p.) con la finalidad de producir amnesia
en los ratones utilizados. Al dia siguiente (24 h después) se llevd a cabo la sesion de
retencién para evaluar memoria a largo plazo y se cuantifico el tiempo de latencia.

Durante esta sesién de prueba no se aplico el choque eléctrico.

5.3.4.1.3. Adquisicion de la Memoria

Con base en los resultados de la evaluacion inicial, en este protocolo la 1-(2-metil-4-
metoxifenil)piperazina se administré por via i.p. a la dosis de 0.56 mg/kg 30 minutos
antes del entrenamiento. Después de una hora y media del entrenamiento cada uno de
los animales de prueba se meti6 nuevamente en el aparato para evaluar la memoria a
corto plazo y veinticuatro horas después para evaluar la memoria a largo plazo. Como
farmaco de referencia se utilizé piracetam a la dosis de 100 mg/kg y se incluy6 un grupo
control tratado con el vehiculo, siguiéndose el mismo protocolo para ambos. En las
evaluaciones de la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo ya no se aplico

electrochoque, se tomd como tiempo maximo de evitacion siete minutos.



5.3.4.1.4. Formacion de la Memoria

En este protocolo la 1-(2-metil-4metoxi-fenil)piperazina se administré a la dosis de 0.56
mg/kg justo después del entrenamiento al sacar a los animales del aparto de evitacion
pasiva después de aplicar el electrochoque. Posteriormente se midié la memoria a corto
plazo y la memoria a largo plazo en la forma como se describié antes. También se utilizé
como farmaco de referencia el Piracetam a la dosis de 100 mg/kg y el grupo control fue

tratado con el vehiculo.

5.3.4.1.5. Consolidacion de la Memoria

En este protocolo los animales se entrenaron como se describié antes, se midi6 la
memoria a corto plazo y 30 minutos antes de medir la memoria a largo plazo se
administré la 1-(2-metil-4metoxi-fenil)piperazina. Después de esto se midié la memoria

a largo plazo. El piracetam se administré bajo el mismo protocolo a la dosis de 100 mg/kg.

5.3.4.2. Experimentos de deterioro de memoria

5.3.4.2.1. Tratamiento con escopolamina

Siguiendo el protocolo de Adquisicion y Formacion de la memoria, la escopolamina se
administré a la dosis de 0.1 mg/kg 5 minutos antes de la administracion de la MMFP a la
dosis de 0.56 mg/kg, ambos por via intraperitoneal. Asimismo, se administré solucién
salina 5 minutos después de la administracion de escopolamina, en el grupo control de
escopolamina. La evaluacion del efecto de la escopolamina no se realizé en el protocolo

de consolidaciéon de la memoria ya que la MMFP no presenté efecto.

5.3.4.2.2. Tratamiento con dizocilpina

La dizocilpina a la dosis de 0.003 mg/kg se administr6 5 minutos antes de la
administracion de la MMFP a la dosis de 0.56 mg/kg, ambos por via intraperitoneal,

siguiendo el protocolo de Adquisicién y Formacion de la memoria en la forma antes



descrita. Asimismo, se administré soluciéon salina 5 minutos después de la administracién

de dizocilpina, en el grupo control de dizocilpina.

5.3.4.2.3. Tratamiento con buspirona

La Buspirona a la dosis de 0.1 mg/kg se administré 5 minutos antes de la administracion
de la MMFP a la dosis de 0.56 mg/kg, ambos por via intraperitoneal, siguiendo el
protocolo de de Adquisicion y Formacion de la memoria en la forma antes descrita.
Asimismo, se administré solucién salina 5 minutos después de la administracion de

buspirona, en el grupo control de buspirona.

5.3.5. Perfil neurofarmacolégico

5.3.5.1. Efecto anticonvulsivante

Se formaron grupos de 6 animales por dosis. El experimento se inicié administrando el
compuesto a evaluar a los ratones por via i.p. 30 minutos antes de administrar por la
misma via, del lado contrario, a una dosis de 120 mg/kg de pentilentetrazol (PTZ) en un
volumen de 0.1 ml/10g de peso de raton. Los animales se colocaron en una caja de
plastico para determinar la ocurrencia de la convulsion clénica, ténica y muerte. Se
registro el tiempo en que se presenta cada uno de estos eventos (Gonzalez-Trujano et al.,
2001). La MMFP se evalu6 a las dosis de 0.1, 0.3, 0.56, 0.75 y 1 mg/kg, todas

administradas por via intraperitoneal.

5.3.5.2. Efecto sedante

La actividad sedante se evalud utilizando el modelo de cilindro de exploracion.
Consistente en un cilindro de vidrio de 11 cm de diametro y 30 cm de alto. La MMFP se
administroé por via intraperitoneal 30 minutos antes de realizar la prueba a las dosis de
0.1, 0.3, 0.56, 0.75 y 1 mg/kg. Después de administrar el farmaco el ratéon se colocé
dentro del cilindro de vidrio y se registré el numero de levantamientos realizados durante
un periodo de 5 minutos. El aparato se limpié con un trapo impregnado con una solucion

hidroalcohdlica (Alcohol etilico al 10%) después de la sesion individual de cada raton.



Como farmaco de referencia se utilizé diacepam a la dosis de 2.5 mg/kg administrado i.p.
(Balderas et al. 2008).

5.3.5.3. Efecto miorrelajante

Para esta prueba se realizé una preseleccion de animales, que consistié en colocar a los
ratones sujetos con sus patas delanteras a una barra de acero inoxidable de 2 mm de
diametro, colocada a una altura de 40 cm. Solo se seleccionaron los animales que
lograron sostenerse durante 30 segundos a la barra. Se evalué la actividad miorelajante
de la MMFP a las dosis de 0.1, 0.3, 0.56, 0.75 y 1 mg/kg i.p (n=6). Esta prueba se realizé
30 minutos después de la administracion del farmaco. La prueba se repiti6 cada 10
minutos por 2 horas. Se utiliz6 Diazepam (2.5 mg/kg) como control positivo y solucion

salina como control negativo.

5.3.5.4. Efectos sobre la coordinacion motora

Al igual que la prueba anterior se realizé una preseleccion de animales que consistié en
colocar a los ratones en el Rota-Rod. Aquellos ratones que no completaron los dos
minutos de entrenamiento se descartaron. Después de la administracion i.p del MMFP
(n=6; 0.1, 0.3, 0.56, 0.75 y 1 mg/kg) se evalud la coordinacién motora de los mismos cada

10 minutos por 2 h. Como control positivo se utilizé diacepam a la dosis de 2.5 mg/kg i.p.

5.4. Tratamiento estadistico

Los resultados de las evaluaciones de memoria se representan como la Media Error +
estandar de la Media para los 10 ratones por grupo. Todos los datos se analizaron por
Andlisis de Varianza de una o dos vias comparando Tipo de protocolo, tratamientos y
tipos de memoria analizada con los valores de solucién salina, farmacos perturbadores
del proceso de memoria o controles positivos, en caso de que hubiese. Las pruebas se
siguieron por la prueba de Bonferroni.

Los resultados de las demas evaluaciones se expresaron como la Media + Error

estandar de la Media para los 6 ratones por grupo. En estos estudios todos los datos se



analizaron por Analisis de Varianza de una sola via seguido por una prueba de Tukey,
comparando con los valores de solucién salina, o controles positivos, en caso de que
hubiese.

En todas las pruebas estadisticas, valores de P<0.05 se consideraron como

significativos.



VI. Resultados y Discusién

6.1. Sintesis de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina

Se obtuvo la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP), que tiene la siguiente estructura:

Figura 9. Estructura de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina.

La MMFP se obtuvo como cristales blancos ligeramente coloridos. El rendimiento
de la reaccion, después de que la MMFP se recristaliz6 de metanol fue de 69%. El punto
de fusion obtenido fue de 241 °C. Los espectros de IR, masas, 'HRMN y *CRMN se
muestran en los Anexos correspondientes, los datos espectroscopicos obtenidos fueron

los siguientes:

EM-IE m/z (%): M* 206 (C1,H1sON,) (43), 164 [M-42] (PB), 149 [M-42-15] (8), 134
[M-42-15-15](30), 91(4), 77(4) (Anexo 2).

RMN™C § ppm: 17.710 (CH3-Ar), 44.763(C3, C5), 49.678 (C2, C6), 56.309 (CH3-
0-Ar), 112.569 (C6°), 117.667 (C5), 121.384 (C3°), 135.661 (C2°), 144.249 (C1’), 156.342
(C4") (Anexo 3).

RMN'H (200MHz). 6.96 (H-6', d, J=8.8); 6.74 (H-3’, d, J=3); 6.67 (H-5", dd, J=8.8,
3); 3.62 (-O-CHs, s); 3.25 (H-2,H-6, m); 2.95 (H-3,H-5, m), 2.124 (CH5-Ar, s) (Anexo 4).

La sintesis de la piperazina obtenida consiste en una reacciéon de sustitucién
nucleofilica SN,. El nitrdgeno de la anilina sustituida actua como nucledfilo al tener un par
de electrones no compartido, y, por tanto, tiene la capacidad de reaccionar con
compuestos electroéfilos, en este caso la bis (2-cloroetil)amina. Asi, los dos atomos de CI
presentes en la bis (2-cloroetil)amina le confieren una carga parcial positiva a los atomos

de carbono dando lugar a la formacién del anillo de piperazina.



6.2 Evaluacion biolégica

En experimentos previos en el laboratorio 126 de la Facultad de Quimica, se evalud la
actividad nootrépica de una bateria de compuestos derivados de la 1- arilpiperazina. Los
resultados del e fecto n ootrépico maximo obtenido para cad a compuesto evaluado se
presentan en el Grafico I.
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Grafico I. Actividad nootrépica de 1l-arilpiperazinas con diferentes
sustituyentes en el anillo aromatico. Entrenamiento = Tiempo de latencia
inicial, MLP= latencia en memoria a largo plazo. Piracetam (100 mg/kg).
p-CPP (10 mg/kg). p-BPP (10 mg/kg). NTFP (1 mg/kg). 3,5-DCPP (3
mg/kg). m-CPP (1.7 mg/kg). 3,4-MDXPP (10 mg/kg).

Como se puede observar en el Gréfico | el derivado de arilpiperazina que presenta una
mayor eficacia y potencia es la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP).
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Grafico Il. Curva dosis-respuesta de MMFP, evaluacién inicial en EP.
Entrenamiento= Tiempo de latenciainicial, TMLP = tiempo de latencia en

memoria-alargoplazo

En el Grafico Il, se puede apreciar que la MMFP presenta una relacion dosis respuesta
bifasica de U invertida. A dosis altas (mayores a 30 mg/kg) se encontraron efectos no
deseados de la arilpiperazina y el efecto nootrépico maximo se ob tuvo a un a dosis de
0.56 mg/kg. Por lo anterior, se eligié esta dosis de la MMFP para realizar la investigacién
de su efecto en la adquisiscién, formacion y formacién de la memoria.

El protocolo de Adquisicion de la memoria se realizd con la finalidad de evaluar de
qué manera se puede modificar la memoria administrando un farmaco antes de que el
animal reciba la informacion a retener. En el caso del modelo utilizado, la prueba consiste
en evitar el estimulo negativo del choque eléctrico. Como se muestra en el Gréfico I, en
el grupo control el tiempo de latencia aumenta del entrenamientoala MCP y la MLP,
existe un adi ferencia significativaen trel os di ferentes tiemposde ev aluacién
(Entrenamiento contra MCP y Entrenamiento contra MLP, lo cual indica que los animales
aprenden a ev itar el estimulo nocivo y retienen | a i nformacién hasta las 24 horasde

prueba.
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Grafico Ill. Adquisicion de la memoria de MMFP y Piracetam en EP. MCP =
Tiempo de latencia en memoria a corto plazo, MLP= Tiempo de latencia en
memoria a largo plazo.

En este mismo grupo se puede apreciar que el tiempo de latencia disminuye a las
24 horas de prueba sin llegar al valor del entrenamiento. Lo anterior muestra que al no
recibir un reforzamiento del estimulo los animales presentan el fenémeno de e xtincién
(una forma de aprendizaje, en donde el animal se expone al mismo ambiente en donde

recibe el estimulo nocivo sin la aplicacion de éste) (Garelick y Storm. 2005).

Sin embargo, aun existe diferencia significativa entre el Entrenamiento y la MLP en
el grupo control, lo cual indica que a pesar de presentarse la extincién los animales aun
pueden retener parte de la informaciéon aprendida. Lo anterior se confirma al no haber
diferencia significativa entre la MCP y la MLP, por lo que el nivel de informacion retenida
aunque muestraun at endenciaadi sminuir en la MLP no llegaaser diferente

significativamente con la MCP.

Ademas, la falta de significancia da un indicativo de que el proceso de memoria
durante este periodo de prueba y en el modelo conductual utilizado se lleva a cabo de
forma lineal, es decir, para que se adquiera la MLP primero se debe adquirir la MCP y la
adquisicidon de la memoria no se lleva a cabo mediante procesos independientes.

En este mismo Grafico lll se puede ob servar que con la MMFP el tiempo de

latencia aumenta tanto en la MCP como en la MLP comparandose con el entrenamiento,



lo cual indica que los animales adquieren la informacion y la retienen hasta las 24 horas
de prueba.

Ademas, se puede observar que la administracion pre-entrenamiento de MMFP en
este protocolo evita el fendmeno de extincion observado en la MLP con el grupo control,
por lo que facilita la adquisicion y retencién de la informacion. El aumento en el tiempo de
latencia tanto en MCP como en MLP producido por la MMFP puede ser referido a un
antagonismo al sistema serotonérgico 5-HT s, que se ha descrito que los antagonistas de
este receptor aumentan la latencia en esta prueba en la administracion previa al
entrenamiento (Meneses y Pérez-Garcia, 2007).

Con respecto al grupo tratado con Piracetam, el farmaco nootrépico de referencia,
en el Gréfico lll se puede observar que éste exhibe una tendencia a aumentar el tiempo
de latencia en la MCP y en la MLP. Sin embargo, solo existe significancia estadistica
entre la MCP con entrenamiento.

El protocolo de Formacién de la memoria se realizd con la finalidad de determinar
como se puede afectar el proceso de memoria al interferir en la formacién de ésta,
realizando una administracion post-entrenamiento, es decir, la administracion de los
compuestos de prueba se realizé inmediatamente después de que los animales recibieron
el estimulo nocivo.

En el Gréfico IV, se muestran los resultados obtenidos para este protocolo y se
puede observar que en el grupo control el tiempo de latencia tanto en la MCP y en la MLP
incrementa con respecto al entrenamiento, aunque en la MLP se observa la tendencia a
disminuir. El analisis estadistico demuestra diferencia significativa entre el entrenamiento
y la MCP, lo cual es indicativo de que los animales en condiciones normales retienen la
informacién presentada hasta la 1.5 h de prueba. Sin embargo, al no tener reforzamiento
del estimulo nocivo se presenta la extincion de la informacion, lo cual se observa con la
disminucién del tiempo de latencia en la MLP que a pesar de no llegar a valores del

entrenamiento no hay significancia entre dichos valores pero si entre la MCP y la MLP.



400

+
350 | mEntrenamiento * T .
300 m \MCP
350 MILP

Significativo con respecto
a Solucion Salina

o
o

+ Significativo conrespecto
a entrenamiento

. =

Solucion Salina MMEFP 0.56 mg/kg Piracetam 100 mg/kg

Tigmpo de Latgpcia
o wu
S O

u
Q

o

Grafico IV. Evaluacion de la Formaciéon de la memoria en EP de MMFP y piracetam.

Con respecto a los resultados obtenidos con la MMFP en este protocolo, el Grafico
IV muestra que el tiempo de latencia en la MCP y en la MLP aumenta considerablemente
respecto al entrenamiento, obteniéndose v alores eq uiparables en los do s tipos de
memoria. El andlisis estadistico muestra diferencia significativa entre el entrenamiento vs
la MCPy la MLPpero noentrela MCPy la MLP; esta diferencia nos indica que la
administracion post-entrenamiento de la MMFP facilita la formacién de la memoria a corto
y largo plazo, y favorece para que se retenga hasta las 24 h.

Los aumentos en las | atencias en esta prueba indicanquela MMFP no se
comporta como un ligando especifico a 5-HT4 ya que se ha estipulado que este tipo de
compuestos no modifica los valores obtenidos en esta prueba en la administracion post
entrenamiento (Meneses y Pérez-Garcia, 2007).

El Grafico IV muestra también los resultados obtenidos con la administracion post-
entrenamiento de piracetam y se pu ede o bservar que se ob tuvoun incremento
considerable y significativo del tiempo de latencia en la MCP y en la MLP con respecto al
entrenamiento, es decir, los animales retienen la informacion presentada; sin embargo, los
tiempos de latencia son equiparables para la MCP y la MLP. El analisis estadistico arroja
los m ismos r esultados que los ob tenidos para la MMFP, | o cualno sindica que el

piracetam al igual que la MMFP facilita la formacién de la memoria a corto y a largo plazo.



En este periodo de prueba, tanto los ratones administrados con MMFP como con
piracetam mostraban una evitacibn pronunciada al cuarto oscuro, explorando el
compartimento iluminado por mucho mas tiempo para después asomar solo la cabeza al
compartimento oscuro.

Cabe mencionar que los resultados obtenidos bajo este protocolo fueron
ciertamente mas solidos y reproducibles para el caso de MMFP y piracetam, en los dos
periodos de prueba evaluados (MCP y MLP), con respecto al protocolo de Adquisicién de
la memoria. Ninguno de los animales administrados con MMFP o con piracetam mostro
algun comportamiento inusual, como paralisis exacerbada ante el miedo después de
abrirse la puerta, simplemente se mantenian mas tiempo explorando el compartimento
iluminado y evitaban la entrada al compartimento oscuro, lo cual es un reflejo claro de
retencién de la informacién y de una formacion sélida de la memoria.

El protocolo de Consolidacion de la memoria se realizé con la finalidad de evaluar
como se puede afectar el proceso de memoria al determinar la consolidacion de la
informacion, es decir, se realizé la administraciéon pre-prueba (30 min antes de la sesion
de prueba de MLP) para analizar si la consolidacion se podria modificar con los diferentes
tratamientos.

En el Grafico V se muestran los resultados obtenidos para el protocolo de
Consolidacién de la memoria. Como se puede apreciar en este grafico todos los
tratamientos analizados (grupo control, grupo tratado con MMFP y grupo tratado con
piracetam) muestran la misma tendencia en los resultados, es decir, un aumento en el
tiempo de latencia para la MCP y la MLP con respecto al entrenamiento. Aunque en la
MLP se observa nuevamente la disminucién en el tiempo de latencia lo que nos indica de
nuevo la extincién de la informacion al no tener los animales un reforzamiento del

estimulo.

Al aplicar las pruebas estadisticas correspondientes a cada uno de los grupos, se
encontré que hay diferencia significativa entre el entrenamiento y la MCP para cada
grupo. Esto era lo esperado ya que durante estos periodos de evaluacion no hubo ningun
tipo de intervencion e indica que el proceso de memoria se esta llevando a cabo de una
manera normal y los animales recuerdan el estimulo nocivo, es decir adquieren y forman
la MCP.



Sin embargo, no existe significancia entre el entrenamiento y MLP ni entre la MCP
yla MLP, lo cualindica que al igual que en |os protocolos anteriores se presentala

extincién de la informacion pero en este protocolo para todos los tratamientos evaluados.
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Grafico V. Evaluacién de la Consolidacién de la memoria en EP de MMFP y
piracetam.

Lo anterior indica que la administracion pre-prueba de la MMFP y del Piracetam no

modifica la memoria una vez que ha sido consolidada la informacion.

Con respecto alaMLP entre tratamientos, no se ob servaron diferencias en
comportamiento de los animales con los diferentes tratamientos. Esto indica que, aunque
se observa una tendencia a la extincién de la informacién en los diferentes tratamientos
utilizados, podria haber un aumento en la extinciéon de la informacion por parte de |la
MMFP vy e | p iracetam. E | he cho de q ue no exi stiese di ferencia significativa de los
tratamientos con el grupo control es un indicativo de que ninguno de los tratamientos

utilizados puede modificar la memoria una vez que la informacion ha sido consolidada.

Con la finalidad de realizar un analisis mas fino, se determinaron las diferencias
entre c ada etapa de lam emoria evaluada en los di ferentes p rotocolos pa ra cad a
tratamiento. En e | grupo control no m ostré diferencias si gnificativas al comparar los
diferentes procesos de memoria analizados (Adquisicion, Formacion y Consolidacion de la

memoria). Lo anterior era lo esperado ya que en cada proceso se obtiene una tendencia



equiparable y la administracion de solucién salina no debia de producir algiin cambio en el

proceso de la memoria.

En el grupo tratado con la MMFP se encontraron diferencias significativas entre
todos procesos analizados: Adquisicion vs Formacion, Adquisicion vs Consolidacion y
Formacion vs Consolidacion de la memoria. Lo anterior indica que el proceso de memoria
se puede modificar en cada una de las etapas analizadas con la administracion de la
MMFP, y que dependiendo del tiempo de administracién de dicha piperazina se obtienen
diferentes resultados en el proceso de la memoria. Asi, la administracién pre-
entrenamiento (Adquisicién de la informacién) facilita la memoria. La administracion post-
entrenamiento (Formacién de la informacion) facilita considerablemente la memoria. Por
ultimo, la administracion pre-prueba de MLP (Consolidacion de la memoria) muestra una

tendencia a extincion de la informacion,

En el grupo tratado con Piracetam (100 mg/kg), se encontraron diferencias
significativas al comparar la Formacién vs Adquisicién y Consolidacién de la memoria,
pero no entre la Adquisicién y Consolidacién de la memoria. Lo anterior es un indicativo
de que la administracién aguda de Piracetam sélo es efectiva para mejorar la Formacién
de la memoria, ya que tanto en la Adquisicion como en la Consolidacion no se obtuvieron

resultados significativos favorables.

Cabe resaltar la importancia y trascendencia de la arilpiperazina sintetizada, ya
que ha demostrado ser un compuesto que modifica positivamente la adquisicion y la
formacion de la memoria, pero no la consolidacion de la misma.

En el caso de los experimentos con agentes perturbadores de memoria; los
objetivos especificos de estos experimentos fueron evaluar si la administracion de la
MMFP podria evitar dicho deterioro y, por otro lado, para elucidar de entre los principales
sistemas de neurotransmision involucrados en la memoria, cual de ellos participa en los
efectos observados para MMFP. Para esta parte del proyecto s6lo se consideraron los
protocolos de Adquisicion y Formacion de la memoria ya que, el efecto de la MMFP no es
apreciable en el protocolo de Consolidacion de la memoria.

En el Grafico VI se ilustran los resultados obtenidos del efecto de escopolamina en
el protocolo de Adquisicion de la memoria para la MMFP. La escopolamina anul6 el efecto
mejorador de MMFP en la adquisicion de la memoria. En el grupo tratado con la misma
dosis de escopolamina, se aprecia el efecto amnésico en la MCP y para la MLP los

resultados son similares a los obtenidos en el grupo tratado con solucién salina.
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Grafico VI. Evaluacidn de la Adquisicidn de la memoria en EP de MMFP, previa
administracion de escopolamina.

El tratamiento con escopolamina (0.1 mg/kg), también redujo de manera significativa
el efecto de la MMFP en la formacién de la memoria tanto en la MCP como en la MLP, a
pesar de que la esco polamina en este protocolo de memoria no fue estadisticamente
diferente del grupo control, es decir no presentd efecto amnésico. Asi, los resultados aqui
encontrados estan de acuerdo con lo que se conoce de los efectos de la escopolamina. A
saber, la escopolamina, a do sis terapéuticas, puede producir somnolencia, euforiay
amnesia, pero a veces prov oca un fendmeno con trario de ex citacién, de sasosiego e
incluso delirio, con realizacion de movimientos estereotipados. Ademas, es bien conocido
que los farmacos bloqueadores col inérgicos pueden di sminuir |os procesos con gnitivos
(Ghelardini et al. 2000). Es asi que la administracion de e ste agente antimuscarinico ha
demostrado producir déficits fugaces de memoria (Drachman y Leavitt, 1974,).

Los resultados indican que el potencial amnésico de la escopolamina esta dado en
mayor medida cua ndo es administrada an tes de | en trenamiento y no de spués de |
entrenamiento, efecto que se ha descrito para la esco polamina otros au tores (Ditts y
Berry, 1967; Glick y Zimmerberg, 1972; Schindler et al. 1984). De manera analoga, este
farmaco ha de mostrado af ectar la retencion de la memoria cuando es ad ministrado en
animales justo antes del en trenamiento en p ruebas de ev itacion pa siva (Dilts y B erry
1967; Glick y Zimmerberg 1972; Schindler et al.1984).
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Grafico VII. Evaluacion de la Formacién de la memoria en EP de MMFP, previa
administracion de escopolamina.

Como se aprecia en el Grafico VIII, la administracion previa de dizocilpina (0.003
mg/kg) anulo practicamente el efecto de MMFP sobre la adquisicién de la memoria tanto
en la MCP como en la MLP.
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Grafico VIIL Evaluacion de la Adquisicion de la memoria en EP de MMFP, previa
administracion de dizocilpina.




La dizocilpina, es un antagonista no competitivo del receptor NMDA (Morris. et al.
1986; Venable y Kelly, 1990; M. de la Lima et al., 2005). La dizocilpina se une dentro del
canal ionico en el sitio de unién a fenciclidina (PCP) y por lo tanto previene el flujo de
iones, incluyendo el Ca** por su canal. La dizocilpina esta también asociada a dafio en la
cognicion y reacciones psicoticas, es por esto que es usado para mimetizar la psicosis
para propositos experimentales en animales. Se ha reportado que la dizocilpina atraviesa
facilmente la barrera hematoencefalica (Redolat, 1998).

El efecto amnésico de la dizocilpina fue claramente observado en este
experimento, ya que no fue estadisticamente diferente a los resultados del entrenamiento.
Esto ultimo esta de acuerdo con datos previamente publicados que demuestran que el
tratamiento previo, mas no el tratamiento posterior al entrenamiento con dizocilpina
bloquea la memoria (Redolat, 1998).

Cabe resaltar que a este intervalo de dosis todavia se pueden apreciar otros
efectos tipicos de este farmaco como hiperexcitabilidad, estereotipias y/o ansiedad, por
otro lado se encontré que la dosis de 0.03 mg/kg bloquea drasticamente la adquisicién de
la respuesta en el laberinto de agua de Morris (Heale y Harley, 1990).

En este trabajo fue suficiente utilizar una dosis de 0.003 mg/kg de este farmaco
para lograr el efecto amnésico, ya que a dosis mas altas la dizocilpina provoco paralisis
casi completa de los animales justo después de meterlos en el aparato de evitacidon
pasiva, seguido de una marcada excitacién en la caja donde era guardado unos minutos
después de la administracion del farmaco.

En conjunto, estos experimentos pueden sugerir que la actividad del sistema
NMDA-glutamato esta involucrado en el mecanismo por el cual la MMFP actua mejorando
la adquisiciéon de la memoria.

Como se puede apreciar en el Gréfico IX, la administracién de dizocilpina después
del entrenamiento revirti6 de manera parcial el efecto de MMFP tanto para MCP como
MLP.

El efecto amnésico de la dizocilpina fue mas evidente en la MLP cuando se
administro sola. Esto puede indicar que la actividad de la MMFP en el procesamiento de

formacién de memoria también esta mediada por el sistema glutamatérgico.
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Grafico IX. Evaluaciéon de la Formacion de la memoria en EP de MMFP, previa
administracién de dizocilpina.

La buspirona a la dosis de 0.1 mg/kg anul6 el efecto de la MMFP en el protocolo
de adquisicién de la memoria, como se puede apreciar en el Grafico X. Igualmente, en
este gréfico se puede observar un claro efecto amnésico de la buspirona tanto en la MCP

como en la MLP.
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Grafico X. Evaluacién de la Adquisicion de la memoria en EP de MMFP, previa
administracién de buspirona.




La buspirona es un farmaco utilizado para el tratamiento de la ansiedad, es un
compuesto farmacoldégicamente distinto a las benzodiacepinas, que son los farmacos que
se prescriben de primera instancia en este padecimiento y como tranquilizantes. La
buspirona suprime las funciones neuronales e interfiere con la comunicacion entre las
células cerebrales, principalmente en el hipocampo, incluso se ha reportado que sélo un
tercio del maximo recomendado de la dosificacién diaria altera la memoria de manera
significativa en sujetos sanos (Sellers et al., 1992; Marieb., 1992).

Otros estudios avalan el hecho de que la buspirona reduce la serotonina en el
hipocampo, dado por la reduccion de receptores 5-HT,4, aumenta el cortisol y que el
aumento en el cortisol corresponde a un aumento en el dano cognitivo en pacientes con
Enfermedad de Alzheimer (Williams., 2000).

Con respecto a las pruebas de evitacion pasiva, se sabe que la administracion
sistémica e intracraneal previa y posterior al entrenamiento de este farmaco en ratas
causa déficits de retencion dosis dependientes en un rango de dosis de 1-5 mg/kg (Liang.,
1999).

En este experimento se puede descartar que el deterioro de los procesos de
memoria esté dado por el efecto sedante de la buspirona (Guzman y Navarrete, 2009), ya
que la latencia en el entrenamiento de los ratones tratados con este farmaco y aquellos
tratados con la solucion salina no son diferentes.

Como se menciond antes, el aumento en el tiempo de latencia tanto en MCP como
en MLP en el protocolo de adquisicion de la memoria es indicativo de el antagonismo
sobre los receptores 5-HT4 (Meneses y Pérez-Garcia., 2007). A saber, la buspirona tiene
alta afinidad por los receptores 5HT 15, como agonista parcial y 5-HT, serotonérgicos vy
afinidad moderada a los receptores D,, a4 y o, fungiendo como antagonista (Blier et al.,
1997). Por lo que al ser inhibido el efecto de la MMFP por la buspirona, sugiere que la
MMFP puede estar actuando como antagonista de este receptor.

Por otro lado, la buspirona (0.1 mg/kg) fue capaz de anular el efecto de la MMFP
en el protocolo de Formacion de la memoria a corto plazo, pero no anulé el efecto a largo
plazo. Nuevamente, en este protocolo se aprecia claramente el efecto amnésico de la
buspirona (Bass et al., 1992).

Los resultados en los protocolos de adquisicion y formacion de la memoria indican
que en el mecanismo de accién de la MMFP participan los receptores de serotonina 5-
HTa.
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Grafico XI. Evaluacion de la Formaciéon de la memoria en EP de MMFP, previa
administracion de buspirona.

Con el prop 6sito de conocer si los resultados de los e xperimentos de memoria
podrian ser debidos a ot ros e fectos ne urofarmacolégicos ser ealizd | a evaluacion
anticonvulsivante, miorrelajante, sedante y sobre la coordinacién motora de la MMFP en
el rango de dosis en el cual se evalud el efecto nootrépico que incluye la dosis de 0.56
mg/kg utilizada en los experimentos de memoria.

Se evalud | a actividad an ticonvulsiva previa administracion de P entilentetrazol
(PTZ) 120 mg/kg. Esta dosis se estipulo debido a que en estudios previos en el laboratorio
se en contré que producia de manera certera tanto | as con vulsiones cl 6nicas, como
ténicas e incluso la muerte del animal, explorandose asi en dosis aguda.

Ademas, una dosis de diacepam 2.5 mg/kg i.p podia revertir este efecto y aminorar
de manera drastica la incidencia y fuerza de las convulsiones cl 6nicas, porlo cual se
utilizé como control positivo comparativo para este estudio. Los resultados se muestran en
la Tabla .



Tabla |. Resultados de actividad anticonvulsiva de MMFP frente a dosis
aguda (120mg/kg i.p) de PTZ

Solucion Salina 47.17 +7.34 120.61 +3.36 242.82 £ 53.47
MMFP 0.1 mg/kg 30.69 + 5.92 80.57 +14.14 148.53 + 29.98
MMEFP 0.3 mg/kg 50.59 + 6.18 137.44+6.30 |185.835+17.48

MMFPP 0.56 mg/kg 3412+ 2.19 101.49+7.84 209.51 +£49.19

MMEFP 0.75 mg/kg 4499 + 3.39 134.37+ 17.30 | 307.15+75.01

MMFP 1 mg/kg 33.84 + 2.67 85.86 £11.13 121.33+7.74

Diazepam 2.5 mg/kg | 1451.17 + 252.00 no presenté no presenté

Latencia en segundos para cada evento. Los resultados corresponden a la media + EEM (n=6)

La MMFP no tiene una actividad anticonvulsiva frente a PTZ a las dosis
exploradas, cabe resaltar que hay cierta tendencia a dosis mayores estudiadas, que no
fueron exploradas debido a que se mantuvo el estudio en los rangos en los que la MMFP

mostraba su efecto nootrdpico en las evaluaciones iniciales.

Como se muestra en la Tabla Il, la MMFP, no presenté efecto sedante en el
modelo de cilindro de exploracion ya que con ninguna de las dosis evaluadas se
encontraron diferencias estadisticas con el grupo control (ANOVA por rangos). El
diacepam utilizado como farmaco de referencia a la dosis de 2.5 mg/kg presento6 un claro

efecto sedante.



Tabla Il. Levantamientos promedio en el cilindro de exploracion después de

la administracion de MMFP

Tratamiento # de levantamientos ‘
Solucion Salina 42.17 £5.86
MMFP 0.1 mg/kg 275+ 6.92
MMFP 0.3 mg/kg 44.33 + 8.80
MMFP 0.56 mg/kg 33.33+ 491
MMFP 0.75 mg/kg 63.67 + 8.24
MMFP 1 mg/kg 36.5 +6.15
Diacepam 2.5 mg/kg 6.67+ 2.12 *

* Significativo (P<0.05 ANOVA) contra a Solucidn Salina, n=6

La MMFP a las dosis de 0.3 y 0.75 mg/kg presenté efecto miorrelajante a partir de
los 20 minutos ytermind alos 60 minutos; sin embar go, no se p resenté un efecto
relacionado con la dosis.

En tanto que el efecto miorrelajante del diacepam a la dosis de 2.5 mg fue maximo
alos 10 minutos y persistio durante todo el tiempo que durd la evaluacién, como se

muestra en el Grafico XII.
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Los valores obtenidos para la MMFP a 0.56 mg/kg, se traslapan con los obtenidos para la dosis de

0.1 mg/kg. Todos las dosis de MMFP fueron significativas con respecto a Diazepam 2.5 mg/kg.



La MMFP no presentd alteracién de la coordinacién m otora en ninguna de las
dosis evaluadas. Los resultados se ilustran en el Grafico XIII. En tanto que el efecto del

diacepam en esta prueba fue muy claro.
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Con excepcion del efecto m iorrelajante pr esentado con algunas de las do sis
evaluadas para la MMFP, la ausencia de otros efectos neurofarmacoldgicos, dan soporte
a que los resultados o btenidos en la evaluacion de Ia adquisicién y formacién de |a
memoria de esta piperazina no son debidos a que al menos estos efectos que pudiesen
alterar la prueba de comportamiento.

Por otro lado, la potencia de esta piperazina que supera en mucho al piracetam,
utilizado como farmaco de referencia, lo po stula como una sus tancia bi olégicamente
activa con posibilidades de desarrollo para un farmaco que mejore la memoria. Desde

luego seran necesarios estudios adicionales pero es un buen inicio para dicho desarrollo.



VII. Conclusiones

Las conclusiones que se obtienen del presente trabajo son:

1. La 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina (MMFP) se sintetizd con rendimientos
aceptables del 69%.

2. La MMFP mejora de manera mas importante la formacion de la memoria que la
adquisicion de memoria y no fue inactivo para mejorar la consolidacién de la
memoria.

3. El efecto de la MMFP en la formacion y en la adquisicion de la memoria requiere de
la participacion en los sistemas colinérgicos, serotonérgicos y NMDA-
glutamatérgicos. Siendo mas importantes los sistemas colinérgicos y
serotonérgicos en la memoria a corto plazo y los sistemas NMDA-glutamatérgicos
y colinérgicos, en la memoria a largo plazo.

4. La MMFP no muestra efectos anticonvulsivantes, sedantes, sobre la coordinacién
motora y solo en algunas dosis presentd efecto miorrelajante, a las dosis
estudiadas, por lo que estos efectos neurofarmacolégicos no alteran su efecto

sobre los procesos de memoria.



VIII. Perspectivas

El presente trabajo se enfoco en una evaluacion mucho mas exhaustiva de la MMFP en el
protocolo de evitacién pasiva. Encontrandose que produce un efecto nootrépico sensible
en el protocolo de Formacién y Adquisicién de la memoria y que este efecto depende de
su actividad en el sistema colinérgico, serotonérgico y NMDA-glutamato.

Asi, es imperante la exploracion de este compuesto en su participacion con el
sistema dopaminérgico e histaminérgico. Ademas se puede explorar su efecto en la
llamada memoria de trabajo con el uso del modelo de Automoldeamiento.

También, se requiere explorar la actividad de este compuesto administrado de
manera cronica, ya que en los experimentos solo se trabajé con la dosis que produce el
efecto maximo.

La exploracion de la actividad de este compuesto en los diferentes centros que
regulan la memoria, es decir, con la administracion local de este compuesto en zonas

cerebrales especificas también es imperante.
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Anexo 2. Espectro de RMC'3C de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina



Ta T T ey

Y —

1L
[T g =S N TR

i H

[} it

i
.

il

1 L]
s it W gl

ad

Anexo 3. Espectro de RMC'H de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina



Anexo 4. Espectro de MS/IE de la 1-(2-metil-4-metoxifenil)piperazina
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