10 WACONAL ATONGHA
Wl

s Cet

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
PROGRAMA DE MAESTRIA Y DOCTORADO EN PSICOLOGIA
NEUROCIENCIAS DE LA CONDUCTA

EVALUACION DEL PAPEL DE LOS RECEPTORES 5-HTa EN LA SENAL
DISCRIMINATIVA DE LA ANFETAMINA

T E S | S
QUE PARA OPTAR' EL GRADO DE

DOCTORA EN PSICOLOGIA
P R E S E N T A

ALMA ROSA SANDOVAL SANCHEZ

TUTOR PRINCIPAL

DR. FLORENCIO MIRANDA HERRERA
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

DR. J.C. PEDRO ARRIAGA RAMIREZ
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

DR. DAVID NATHANAEL VELAZQUEZ MARTiNEZ ]
FACULTAD DE PSICOLOGIA, UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

DR. BENJAMIN FLORAN GARQUNO )
CINVESTAV ZACATENCO, DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA, BIOFISICA'Y NEUROCIENCIAS

DR. MARIO A. RODRIGUEZ CAMACHO
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA

Los Reyes Iztacala, Tlalnepantla, Estado de México, Mayo 2017


Margarita
Texto escrito a máquina
PTAR

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina

Margarita
Texto escrito a máquina


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, sera exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



“Lo que sabemos es una gota de agua; lo que ignoramos es el océano”.
Isaac Newton
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RESUMEN

Existe evidencia de que la 5-hidroxitriptamina, la serotonina (5-HT) puede
regular algunos efectos conductuales de los psicoestimulantes. Se ha sugerido
que los autorreceptores 5-HT15 somatodendriticos, entre otros, estan involucrados
en dicha modulacion. Diversos estudios han reportado que las dosis bajas del
agonista a receptores 5-HT 14, 8-OH-DPAT, estimulan preferentemente a los
autorreceptores somatodendriticos 5-HT 4 reduciendo la actividad locomotora
inducida por cocaina. Sin embargo, también se ha informado que dosis
relativamente altas de 8-OH-DPAT no sustituyen ni alteran la sefal discriminativa
de la cocaina o la anfetamina (ANF). La presente tesis doctoral tuvo por objeto
evaluar los efectos de dosis bajas y altas del agonista a receptores 5-HT 14 8-OH-
DPAT, en las propiedades de estimulo discriminativo de la ANF utilizando el
condicionamiento de aversion al sabor (CAS) como procedimiento de
discriminacion de drogas. Ademas, con el objetivo de establecer una correlacion
entre los efectos conductuales de la discriminacién de drogas y los cambios en las
concentraciones de DA y GABA se evalué el efecto de la administracién sistémica
de una dosis baja o alta del agonista 8-OH-DPAT y del antagonista WAY100135
sobre las concentraciones extracelulares de DA en el nucleo accumbens (NAcc) y
de GABA en el area tegmental ventral (ATV), utilizando la microdialisis cerebral.
Los resultados conductuales mostraron que las dosis bajas, pero no las altas de 8-
OH-DPAT produjeron una reduccion en la sefial discriminativa de la ANF mientras
que la administracion del antagonista WAY100135 previno dichos efectos. Los
resultados con microdialisis demostraron que una dosis baja de 8-OH-DPAT
disminuyo las concentraciones extracelulares de DA en el NAcc y aumentd las
concentraciones de GABA en el ATV, estos efectos fueron prevenidos por el
pretratamiento con el WAY100135. Dichos efectos podrian prevenirse si se
bloquean los receptores GABAA localizados en el soma de las neuronas
dopaminérgicas del ATV. En un experimento realizado en esta tesis se demostré
que la administracion del antagonista a receptores GABAA bicuculina previo a la
administraciéon del agonista 5-HT+4, 8-OH-DPAT mas una dosis fija de ANF,
prevenia el efecto del 8-OH-DPAT sobre la sefial discriminativa de la ANF. Estos
datos apoyan la hipotesis de que los receptores 5-HT 14 modulan los efectos
conductuales de algunas drogas de abuso como la ANF, ademas aportan
evidencia que sugiere que los receptores 5-HT 4 pueden ser un objetivo
importante para el desarrollo de tratamientos farmacoldgicos para el tratamiento
de la adiccion a drogas de abuso.

Palabras clave: Adicciones, Anfetamina, Discriminacion de drogas, Dopamina,
Receptores 5-HTa.



ABSTRACT

There is evidence that 5-hydroxytryptamine; serotonin (5-HT) may regulate some
behavioral effects of psychostimulants. It has been suggested that among others
somatodendritic 5-HT 14 autoreceptors are involved in such modulation. Several
studies have reported that low doses of the agonist at 5-HTa receptors, 8-OH-
DPAT receptors preferentially stimulate 5-HT44 somatodendritic autoreceptors by
reducing cocaine-induced locomotor activity. However, it has also been reported
that relatively high doses of 8-OH-DPAT do not replace or alter the discriminative
cocaine or amphetamine (AMPH) signal. The aim of the present thesis was to
evaluate the effects of low and high doses of 5-HT4a receptor agonist 8-OH-DPAT,
in the discriminative stimulus properties of AMPH using taste aversion conditioning
(TAC) as a discrimination procedure of drugs. In addition, in order to establish a
correlation between the behavioral effects of drug discrimination and changes in
DA and GABA concentrations, was tested the effect of the systemic administration
of a low or high doses of the 8-OH-DPAT agonist and of WAY100135 antagonist
on the extracellular DA concentrations in the nucleus accumbens (NAcc) and
GABA in the ventral tegmental area (VTA), using cerebral microdialysis as a
technique. Behavioral results showed that low but not high doses of 8-OH-DPAT
produced a reduction in the discriminative signal of AMPH while administration of
the WAY 100135 antagonist prevented such effects. The results derived from the
microdialysis studies showed that a low dose of 8-OH-DPAT decreased the
extracellular DA concentrations in the NAcc and increased the concentrations of
GABA in the VTA, these effects were prevented by the pretreatment with
WAY100135. Such effects could be prevented by blocking GABAA receptors
located in the soma of the VTA dopaminergic neurons; in an experiment performed
in this thesis it was demonstrated that the administration of the GABAA receptor
agonist, bicuculline predicted the administration of the 5-HTa agonist, 8-OH-DPAT
plus a fixed dose of AMPH prevented the effect of 8-OH-DPAT on the
discriminative signal of AMPH. These data support the hypothesis that 5-HT 14
receptors modulate the behavioral effects of some drugs of abuse such as AMPH,
in addition to providing evidence suggesting that 5-HT 45 receptors may be an
important goal for the development of pharmacological treatments the treatment of
addiction to drugs of abuse.

Key Words: Addictions, Amphetamine, Drug Discrimination, Dopamine, 5-HT 1
Receptors.



ADICCION A LAS DROGAS PSICOESTIMULANTES

Las drogas son consideradas como poderosos componentes quimicos
capaces de afectar la percepcion y el comportamiento. La adiccion a las drogas
conocida también como farmacodependencia es un trastorno recurrente y crénico
que basicamente se caracteriza por tres elementos. En primer lugar se presentan
conductas compulsivas en la busqueda y consumo de drogas, en segundo lugar
hay pérdida del control en el consumo de drogas y finalmente, cuando no se tiene
acceso a la droga, emerge un estado emocional negativo que incluye ansiedad,
irritabilidad, malestar fisico, etcétera. Este trastorno es resultado del uso repetido
de una droga en un determinado periodo de tiempo, que causa cambios en el
cerebro del usuario (Koob & Le Moal, 2006; Koob & Volkow, 2016; Organizacion
Mundial de la Salud, 2005).

Actualmente, el consumo de drogas representa un grave problema de salud
publica tanto a nivel nacional como internacional. A nivel mundial, de acuerdo con
la Oficina de las Naciones Unidas Contra la Droga y el Delito (Office on Drugs and
Crime, 2016), se calcula que 1 de cada 20 adultos, es decir, alrededor de 250
millones de personas de entre 15 y 64 anos, consumieron por lo menos una droga
en 2014, de las cuales 29 millones padecen trastornos relacionados con las
drogas y so6lo 1 de cada 6 personas recibe tratamiento. Ademas, se calcula que el
numero de muertes relacionadas con el consumo de drogas es de 43.5 muertes
por millon de personas de entre 15y 64 afios. En nuestro pais, de acuerdo al
Consejo Nacional Contra las Adicciones (CONADIC, 2016) se reporta un aumento
del 1% en el consumo de drogas ilegales y médicas en personas de entre 12 y 65
anos; asimismo, algunos datos sobresalientes son la reduccion en la edad de
inicio del consumo de la droga, el incremento en los grupos estudiantiles y su
aumento significativo en habitantes de zonas rurales y mujeres. De acuerdo con la
Encuesta Nacional de Adicciones realizada en el 2011 (CONADIC, 2011) en la
poblacion de 12 a 65 afios, los resultados respecto al consumo de cualquier droga

en el ultimo afo fueron: la prevalencia paso del 1.6% al 1.8% y el consumo de
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drogas ilegales fue de 1.5% muy similar al encontrado en 2008. Se encontré que
las drogas ilegales de mayor consumo en la poblacion mexicana son en primer
lugar la mariguana con una prevalencia del 1.2% seguida por la cocaina con un
0.5%. La edad promedio de inicio de consumo de drogas en la poblacion
mexicana es en promedio a los 18.8 afios. Asimismo en el 2008, la Encuesta
Nacional de Adicciones reporté que el 5.7% de la poblaciéon, habia consumido por

lo menos una vez en su vida algun tipo de droga.

Con base en estas cifras, una meta prioritaria de la investigacién es
dilucidar los mecanismos neurobiolégicos que subyacen a las drogas adictivas,
para combatir la adiccion a las drogas. Si bien es cierto que existen muchos
factores relacionados con el consumo y abuso de las drogas adictivas, una vez
establecido el consumo, el principal mecanismo involucrado es el neurobioldgico.
En este sentido, se sabe que la mayoria de las drogas de abuso, de diferentes
clases, con diferentes blancos moleculares en diferentes sitios neuroanatémicos,
tienen como resultado el aumento de la neurotransmision de dopamina (DA) en el
sistema de la recompensa o gratificacion del cerebro que, en sus componentes
mas basicos incluye el sistema mesolimbico que se inicia en el area tegmental
ventral (ATV) y tiene proyecciones hacia el nucleo accumbens (NAcc), este es un
locus importante en la produccidn de los efectos reforzantes, gratificantes,
discriminativos y locomotores de las drogas psicoestimulantes como la ANF y
cocaina (Koob, Sanna & Bloom, 1998; Wise, 2002).

La cocaina y la ANF son agonistas monoaminérgicos indirectos que tienen
afinidad por los transportadores de DA, norepinefrina (NE) y serotonina (5-HT)
involucrados en los sistemas de recaptura y almacenamiento vesicular (Rothman
& Baumann, 2003). La cocaina actua mediante el bloqueo del transportador de
recaptura de la DA, NE y 5-HT; por lo tanto, aumenta los niveles sinapticos de
esos neurotransmisores. La ANF entra en las terminales presinapticas y, una vez
dentro, bloquea la recaptura de DA, NE y 5-HT en las vesiculas sinapticas,

promoviendo un aumento en las concentraciones citoplasmaticas de esas
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monoaminas. Posteriormente, en la medida que los niveles citoplasmaticos de
esas monoaminas se incrementan, las monoaminas salen de la neurona mediante
la inversién de la funcién de los transportadores de recaptura de monoaminas,
produciendo un aumento en los niveles sinapticos de DA, NE y 5-HT (Amara &
Sonders, 1998; Elliot & Beveridge, 2005; Kahlig & Gali, 2003; Koe, 1976; Rothman
& Baumann, 2003). A pesar de esta evidencia, los compuestos dopaminérgicos no
han funcionado como base para el desarrollo de intervenciones terapéuticas
exitosas para combatir la dependencia a los psicoestimulantes, ya que los
antagonistas clasicos como el haloperidol han tenido como efecto secundario

conductas parecidas al Parkinson (Childress & O’Brien, 2000).

Una alternativa para atenuar o eliminar los efectos reforzantes y adictivos
de estos compuestos, podria implicar la manipulacién de aferentes no
dopaminérgicos que modulen la funcion mesolimbica de la DA. Uno de los
candidatos ha sido el sistema de la serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT). Sin
embargo, esta modulacion es compleja y dependiente del subtipo de receptor
serotoninérgico involucrado. Algunos estudios indican que los receptores 5-HT 14,
5-HT1g, 5-HT2c y 5-HT3 tienen la capacidad de modular la funcién mesolimbica de
la DA (Hoyer, Hannon & Martin, 2002). En la presente tesis nos centramos en la
participacion de los receptores 5-HT+a y su relacién con conductas relacionadas
con la adiccion debido a que en estudios iniciales donde se evaluoé el papel de los
receptores 5-HT1a en dichas conductas (Callahan & Cunningham, 1995), fallaron
en sustituir o alterar la sefial discriminativa de la ANF, probablemente por las dosis
empleadas. Actualmente, se sabe que las dosis bajas de agonistas selectivos a
receptores 5-HT 14 activan preferentemente a los autorreceptores
somatodendriticos, mientras que las dosis altas activan a los receptores

postsinapticos, produciendo efectos diferenciales en el comportamiento.

Por lo tanto, la presente tesis tuvo por objeto evaluar el papel de los
receptores 5-HT1a en la sefal discriminativa de la ANF, empleando dosis altas y

bajas del agonista 8-OH-DPAT Yy utilizando el condicionamiento de aversion al
12



sabor (CAS), como procedimiento de discriminacién de drogas. El presente trabajo
esta organizado de la siguiente manera: primero se describira el sistema cerebral
de la recompensa y su relacion con las adicciones. En segundo lugar, se describe
el sistema serotoninérgico, en particular, la estructura molecular, localizacion,
farmacologia y transduccién de sefales de los receptores 5-HT+a. En tercer lugar,
se presenta una revision de la evidencia experimental de los receptores 5-HT 14
como blanco farmacolégico en la modulacion de las conductas relacionadas con
las drogas de abuso. Despues, se presenta la serie experimental que consta de
cuatro experimentos realizados para evaluar la participacion de los receptores 5-
HT1a en la sefial discriminativa de la ANF. Se enuncian primero los objetivos y la
metodologia general empleada en el trabajo experimental. En el primer
experimento se evaluaron dosis bajas y altas del agonista a receptores 5-HT 4, 8-
OH-DPAT vy del antagonista WAY100135 en las propiedades discriminativas de la
ANF; en el segundo, se evaluaron las concentraciones de DA en el Shell
(caparazon o cubierta) del NAcc tras la administracidn sistémica de una dosis baja
o alta del agonista 8-OH-DPAT; el tercer experimento, estuvo dirigido a evaluar el
cambio en las concentraciones de GABA en el ATV después de la administracion
sistémica de una dosis baja o alta del agonista 8-OH-DPAT. En el ultimo
experimento, se evalud adicionalmente la activacion de los receptores 5-HT 14 y el
bloqueo de los receptores GABAA en la senal discriminativa de la ANF.
Finalmente, se analizan los resultados globales encontrados en esta serie

experimental.
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EL SISTEMA DE LA RECOMPENSA DEL CEREBRO Y SU IMPORTANCIA EN
LA ADICCION

Para poder entender la adiccion a las drogas, al menos desde un punto de
vista neurobiolégico, es importante conocer el sistema de la gratificacion o
recompensa del cerebro también llamado circuito mesocorticolimbico o limbico-
motor por las estructuras que lo conforman. Este fue descubierto azarosamente
por Olds y Milner (1954), quienes originalmente disefiaron un experimento para
evaluar la relaciéon entre la formacion reticular, la motivacién y el aprendizaje. Para
llevarlo a cabo implantaron microelectrodos en el cerebro de una rata con la
finalidad de estimularlo eléctricamente y determinar los rangos en que la
estimulacion eléctrica afectaba el aprendizaje. Sin embargo, colocaron el electrodo
de estimulacion varios milimetros delante de la posicion que habia sido planeada,
probablemente cerca del area septal o anterior al hipotalamo. Usando este
meétodo, observaron que pasados los primeros cinco minutos considerados de
aprendizaje, la rata estimulaba su cerebro regularmente y permanecia asi largo
rato. Cuando la corriente se apagaba, la rata insistia presionando una palanca
cerca de siete minutos pasados los cuales se dormia. Este patron podia ser
observado cuantas veces se intentara, al encender la corriente, la rata comenzaba
a autoestimularse regularmente, cuando se apagaba insistia un rato y después

dormia.

Este descubrimiento permitio el progreso de la experimentacién del
fendmeno del reforzamiento y condujo a la busqueda de los sistemas neurales
implicados. Estudios posteriores exploraron distintas areas cerebrales en las que
podia obtenerse un efecto reforzante al aplicar un estimulo eléctrico, encontrando
que existen numerosos sitios en los que podia obtenerse un efecto reforzante. Los
sitos cuya estimulacion resulté en un mayor numero de respuestas fueron el area
septal, la corteza cingulada y el tracto mamilotalamico. Se encontré que existen
areas en las que la estimulacion posee caracteristicas de castigo y zonas neutras

14



como el cuerpo calloso o el nucleo caudado, en las que las ratas no hacen nada

por obtener o evitar la estimulacion eléctrica (Best, 20006).

Se comprobd que la estimulacion eléctrica intracraneal en animales puede
ser reforzante al ser aplicada en distintas partes del encéfalo, como el bulbo
olfatorio, la corteza prefrontal, el NAcc, los nucleos caudado y putamen, varios
nucleos talamicos, la formacion reticular, la amigdala, el ATV, la sustancia nigra y
el locus coeruleus (Olds & Fobes, 1981). El area mejor caracterizada es el haz
prosencefalico medial. Este es un grupo complejo de fibras que surge desde las
regiones basales olfatorias, la region periamigdaloide y los nucleos septales,
atraviesa el hipotalamo lateral, lugar donde generalmente se implantan los
electrodos de estimulacion y contiene axones ascendentes dopaminérgicos,
noradrenérgicos y serotoninérgicos. Como podemos ver, desde su descubrimiento
hasta la actualidad, el sistema de la recompensa del cerebro ha resultado de gran

interés.

Para fines de estudio y de acuerdo a las estructuras que lo conforman el
sistema de la recompensa del cerebro se divide en dos: 1) el sistema
mesocorticolimbico que comprende neuronas dopaminérgicas que surgen del ATV
y proyectan hacia el NAcc (que es parte del estriado ventral y cuyas principales
neuronas son las GABAérgicas espinosas medianas) y a la corteza frontal. 2) el
sistema mesolimbico que surge del ATV hacia el NAcc. Las drogas de abuso
afectan ambos sistemas debido a que las drogas modulan la transmisién
dopaminérgica, produciendo un incremento de DA en el NAcc regulando de forma
directa e indirecta la actividad del sistema de la recompensa cerebral. El NAcc
tiene un papel bien definido en los efectos de los reforzadores naturales como el
agua, la comida y el sexo, asimismo en los efectos reforzantes producidos por las
drogas de abuso. Ademas, como forma parte del sistema limbico esta relacionado
con la motivacion y el reforzamiento, el NAcc ademas de recibir conexiones
dopaminérgicas que provienen del ATV, tiene influencia glutamatérgica

proveniente de la corteza prefrontal (CPF), la amigdala (AMG) y el hipocampo
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entre otras areas (Figura 1). Debido a que en el NAcc se integran los inputs de la
corteza y del sistema limbico es considerado un nucleo integrador ya que une

motivacion con accion (Pereira, 2008).

Todas las regiones del cerebro antes mencionadas se encuentran
conectadas entre si de manera compleja, por ejemplo, el NAcc recibe inervacion
glutamatérgica de la CPF (importante en aspectos relacionados con la memoria de
trabajo y control ejecutivo), amigdala (esencial en la formacion del temor
asociativo y las memorias relacionadas con la recompensa) y el hipocampo
(crucial para la memoria declarativa) y a su vez forman conexiones reciprocas
entre si. La salida funcional de cada una de estas regiones es modulada por varios
tipos de interneuronas GABAEérgicas y colinérgicas. Por otra parte, cada una de
estas regiones recibe inputs de serotonina provenientes del nucleo del rafé e
inputs de noradrenalina que provienen del locus coeruleus (Russo & Nestler, 2013;
Vertes, 2006). Finalmente, se ha demostrado que las neuronas dopaminérgicas
del ATV también liberan glutamato o GABA que puede contribuir o alterar los
efectos funcionales (Hnasko, Hjelmstad, Fields & Edwards, 2012; Tritsch, Ding &
Sabatini, 2012).
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Figura 1. Esquema del circuito de la recompensa que incluye proyecciones dopaminérgicas del
ATV al NAcc que liberan DA en respuesta a los estimulos relacionados con la recompensa y en
algunos casos con la aversién. Se muestran las conexiones dopaminérgicas (lineas continuas en
color verde), glutamatérgicas (lineas continuas en color rojo) y GABAérgicas (lineas continuas en
color azul) desde y hacia el ATV y NAcc (Modificado de Russo & Nestler, 2013).

Por lo tanto, el sistema de la recompensa del cerebro resulta altamente
complejo e interconectado, sin embargo, diversos autores coinciden en proponer
que el neurotransmisor mas importante implicado en la conducta placentera o
reforzante es la DA (Baldo, Jain, Varaldi, Koob & Markou, 1999; Duvauchelle,
Fleming, & Kornetsky, 1998; Wise & Bozart, 1982). A pesar de que la DA no es la
unica molécula relacionada con la adiccion, como se menciono anteriormente, las
neuronas dopaminérgicas tienen una funcién muy importante en el refuerzo
principalmente en el NAcc (Carlson, 1993). Por esta razén resulta de suma

importancia estudiar el sistema dopaminérgico.
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El sistema dopaminérgico

La DA es una catecolamina formada por un grupo catecol (un anillo de
benceno con dos hidroxilos) y una cadena de feniletilamina y es el principal
neurotransmisor catecolaminérgico en el SNC, donde participa en una gran
variedad de funciones como la actividad motora, estados afectivos, la regulacion
endocrina asi como la ingestidn de agua y alimentos y es uno de los elementos
principales en el trastorno adictivo (Bahena-Trujillo, Flores & Arias-Montafio,
2000).

o Receptores a DA

Actualmente, se han identificado cinco tipos de receptores dopaminérgicos,
todos ellos acoplados a proteinas G y divididos en dos familias farmacoldgicas
denominadas D1 Y D2.ike. Evidentemente, la activacién de una u otra familia
producira efectos diferentes. Los receptores de la familia D4 (D1 y Ds) estan
acoplados a proteinas Gg y estimulan la formacién de AMPc como principal
mecanismo de transduccién de sefiales. El incremento en la formacién de AMPc,
lleva a la activacion de la proteina cinasa dependiente de AMPc (proteina cinasa
A, PKA), y a la fosforilacion de la DARPP-32. La activaciéon de la PKA tiene como
resultado la apertura de canales Ca®*, lo que produce una despolarizacion,
mientras que la fosforilacién convierte a la DARPP-32 en un potente inhibidor de la
proteina fosfatasa-1, involucrada en la modulacién de la senalizacion de los
receptores D,. Los subtipos pertenecientes a la familia Dy.jike (D2, D3 y D4) inhiben
la formacion de AMPc, activan canales de K*y reducen la entrada de iones de
Ca’" a través de canales dependientes de voltaje, efectos mediados también por
proteinas G (Gjy G,), por lo que la activacion de los receptores Da.jike produce una
hiperpolarizacion de la neurona. El estudio del sistema dopaminérgico del SNC ha
generado gran interés, debido a que diversas alteraciones en la transmisién

dopaminérgica han sido relacionadas, directa o indirectamente, con trastornos
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severos como la enfermedad de Parkinson, la esquizofrenia y la adiccion a drogas
de abuso (Cooper, Bloom & Roth, 2003).

o Distribucion de las vias dopaminérgicas

El sistema dopaminérgico ha sido estudiado mediante técnicas de
fluorescencia e inmunohistoquimica, y los grupos neuronales se han clasificado
desde Ag hasta A7 (Fuxe, 1965). Por sus proyecciones las neuronas
dopaminérgicas se agrupan en tres sistemas. 1) sistemas ultracortos, formados
por las células dopaminérgicas del bulbo olfatorio (A1) y las neuronas
interflexiformes de la retina (A17). 2) sistemas de longitud intermedia, conformados
por el sistema tuberohipofisiario, que se origina en las células dopaminérgicas de
los nucleos hipotalamicos arqueado y periventricular (Aq2), cuyos axones terminan
en el I6bulo intermedio de la hipdfisis y en la eminencia media, ademas de las
neuronas del hipotalamo dorsal y posterior (A3 y A14), que proyectan al
hipotalamo dorsal anterior y a los nucleos septolaterales. El grupo periventricular
medular, que incluye a las neuronas periféricas de los nucleos del tracto solitario y
motor dorsal del nervio vago, y las células dispersas en la prolongacién tegmental
de la materia gris periacueductal (A+s). Finalmente, 3) sistemas largos, que
incluyen las neuronas de la regién retrorubral (Ag) del ATV (A1) y sustancia nigra
compacta (Ag) estas envian proyecciones a tres regiones principales: el
neoestriado (nucleos caudado y putamen), corteza limbica (entorrinal, prefrontal
medial y cingulo) y otras estructuras limbicas (septum, tubérculo olfatorio, NAcc,

amigdala y corteza piriforme (Bahena-Truijillo, Flores & Arias-Montafo, 2000).
Los sistemas largos son una parte primordial en el funcionamiento del

circuito de la recompensa y para fines de analisis se pueden dividir principalmente

en tres partes principalmente (Haleem, 2010):
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1. Via nigroestriatal: Se origina en la sustancia nigra pars compacta (SNc) e
inerva al estriado dorsal (caudado) asociado principalmente con el
movimiento.

2. Via mesolimbica: El cuerpo de las neuronas que constituyen la via
mesolimbica esta localizado en el ATV y sus axones inervan al NAcc
asociado con la actividad motora y la recompensa.

3. Via mesocortical: Los cuerpos ubicados en el nucleo parabraquial del ATV
proyectan hacia estructuras corticales relacionadas con funciones

cognitivas, atencion y memoria.

Como se menciond previamente todas las drogas de abuso tienen la
capacidad de aumentar las concentraciones de DA en el sistema
mesocorticolimbico, debido a que provocan cambios tanto en la via mesolimbica
como en la via mesocortical. En este sentido, se han realizado estudios que
demuestran que todas las drogas de abuso, como los opiaceos, el alcohol, la
nicotina, las drogas tipo ANF y la cocaina producen una acumulacion de DA

principalmente en el NAcc (Di Chiara, 1995).

o Incremento de DA en el sistema de la recompensa por drogas de abuso

Si se alterara el funcionamiento del sistema de la DA en el NAcc,
bloqueando los receptores dopaminérgicos o por la destruccion de las fibras
provenientes del ATV, los animales no serian capaces de obtener reforzadores,
debido a que no se presentan las conductas motivadas (Roberts & Koob, 1982;
Roberts, Koob, Klonoff & Fibiger, 1980). Pareciera que al animal no le importa
comer o beber, a pesar de la disponibilidad de los reforzadores. Es como si
perdiera la capacidad de anticipar el reforzador que se le proporcionara. Esta
evidencia demuestra que el NAcc y la DA son elementos centrales del sistema de
recompensa y de la generacidn de la sensacién subjetiva de placer ante la
obtencion de reforzadores.
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Adicionalmente, existe una amplia evidencia cientifica que apoya la
hipotesis del incremento de la DA debido al consumo de las drogas de abuso. Por
ejemplo, estudios de microdialisis en el NAcc mostraron que la autoadministracion
aguda de diferentes drogas adictivas como la heroina, la cocaina y la ANF esta
asociada a una liberacion de DA (Hemby, Co, Dworkin & Smith, 1999). Se ha
demostrado que la inyeccion intravenosa de cocaina, morfina o ANF tiene como
consecuencia una mayor liberacion de DA en el shell del NAcc (Kupfermann,
Kandel, & Iversen, 2001).

Otros estudios, han mostrado que el pretratamiento con antagonistas de los
receptores de la familia D, pueden bloquear las autoadministraciones de ANF en
monos Y ratas. Asimismo el pretratamiento con agonistas de los receptores D,
puede desplazar hacia la izquierda la curva dosis-respuesta de
autoadministraciones de cocaina, lo que indica que estos agonistas
dopaminérgicos incrementan el efecto reforzante de la cocaina (Caine, Negus,

Mello & Bergman, 1999; Grech, Spealman & Bergman, 1996).

Por otra parte, los recientes avances tecnolégicos en la genética del raton,
la transferencia de genes mediada por virus y la optogenética, han hecho posible
determinar el papel de células neuronales especificas en el comportamiento
relacionado con la recompensa a un grado que no era posible en las
investigaciones anteriores. Por ejemplo, un estudio de optogenética utilizé un
canal cationico activado por luz, canal rodopsina 2 (ChR2 por sus siglas en inglés),
para demostrar que la estimulacion de las neuronas dopaminérgicas del ATV era
suficiente para impulsar la autoestimulacion intracraneal en ratas, se demostré
que promovio un condicionamiento de preferencia de lugar, lo que confirma su

papel en la induccion de la recompensa del cerebro (Witten et al., 2011).

En el NAcc, la estimulacion optogenética de las neuronas espinosas
medianas mediante los receptores dopaminérgicos de tipo D4y mejoro el

condicionamiento de preferencia de lugar y la actividad motora inducida por
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cocaina mientras que la estimulacién de las neuronas espinosas medianas a
través de los receptores del tipo D, produjo el efecto contrario (Lobo et al., 2010).
Ademas, la estimulacidén optogenética de las neuronas de tipo D1 en el NAcc
indujo un aumento persistente en la palanca asociada a la droga, mientras que la
estimulacion de las neuronas de tipo D, indujo una disminucion (Kravitz, Tye &
Kreitzer, 2012). Todos estos datos sustentan la premisa de que el NAcc es un sitio

importante para la integracion de las respuestas asociadas a las drogas de abuso.

Sin embargo, a pesar de que las terminales dopaminérgicas son el principal
sitio de accidn de los psicoestimulantes, el tratamiento para la adiccion mediante
esta via no ha resultado exitoso, debido a que los tratamientos con compuestos
dopaminérgicos al parecer producen efectos colaterales de suma importancia
(Witkin, 1994); por lo que se sugiri6 el estudio de vias o sistemas alternos de
neurotransmisién que pudieran modular de forma indirecta la liberacion de DA en

el sistema de la recompensa del cerebro.

El efecto reforzante de los psicoestimulantes puede ser influenciado por la
manipulacion de otros sistemas de neurotransmision que se interconectan con el
sistema dopaminérgico, como la modulaciénpor el sistema de neurotransmision
de la 5-HT.
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EL SISTEMA SEROTONINERGICO Y SU RELACION CON LA ADICCION A
LAS DROGAS DE ABUSO

Estudios en organismos vivos han mostrado que la 5-HT se encuentra
distribuida en el reino animal en vertebrados e invertebrados, en el reino vegetal
(plantas, frutas, nueces, etcétera) y en mamiferos en el sistema nervioso periférico
(en las células enterocromafines de la mucosa gastrointestinal, las plaquetas,
ciertos nervios de los vasos sanguineos, los pulmones y el corazén) y a pesar de
que solo el 2% se encuentra en el SNC, desempefia un papel muy importante
como neurotransmisor (Rapport, Green & Page, 1948; Sanchez-Lopez, Centurion,

Lozano-Cuenca, Mufoz-Islas, Cobos-Puc & Villalon, 2009).

Los cuerpos celulares de las neuronas que contienen 5-HT se encuentran
en el nucleo del rafé del tallo cerebral, en algunas regiones de la formacion
reticular, en el area postrema, el locus coeruleus caudal y el nucleo
interpeduncular, entre otros. Dahlstrom y Fuxe describieron en 1964 nueve grupos
de células serotoninérgicas, clasificados de B¢ hasta Bg (Figura 2), ocupando la
mayor parte del volumen el nucleo del rafé. Tork (1990) describe la distribucion de
neuronas serotoninérgicas en dos sistemas caudal y rostral. El sistema caudal
contiene los grupos de células desde B1 hasta By, localizados en la region media y
paramedial de la médula, los axones de estas células descienden a lo largo de la
médula por diferentes vias. Algunas de las fibras serotoninérgicas (localizadas en
B3 nucleo del rafé) viajan en el fasciculo dorsolateral y terminan en la sustancia
gris particularmente en las laminas | y Il. Una segunda proyeccion desciende del
nucleo del rafé palido (B1) y el nucleo del rafé obscuro (B, y B4) y termina sobre
neuronas motoras. Finalmente, las neuronas serotoninérgicas de la médula
espinal rostro-ventral (parte de las B3) inervan a las células del sistema
preganglionar del nucleo intermediolateral de la médula toracica. El sistema rostral
da origen a proyecciones locales cerebelolas y ascendentes. El nucleo pontino del
rafé (Bs) contiene sélo unas pocas neuronas serotoninérgicas. El nucleo del rafé

dorsal (B7) tiene proyecciones hacia el complejo caudado-putamen y sustancia
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nigra alcanzando algunas fibras el NAcc y el globo palido. Los agregados mas
grandes de neuronas serotoninérgicas se encuentran en el grupo rostral, en el
nucleo del rafé medio (Bsg), localizado en la parte ventromedial de la sustancia gris
periacueductal y en el nucleo mediano del rafé y sus fibras se dirigen por el haz
prosencefalico medial al hipotalamo. Las neuronas del grupo Bg son una extension
lateral del grupo Bs, que ocupa una posicién dorsomedial al lemisco lateral. Las
neuronas serotoninérgicas mas rostrales se encuentran en el nucleo lineral y en el
campo retrorrubal. El ndcelo lineal se extiende desde el cruce del pedunculo
cerebeloso superior hasta el nucleo interpeduncular, donde las neuronas
serotoninérgicas se entremezclan con células dopaminérgicas del area tegmental
ventral. De esta forma las proyecciones neuronales de estas areas inervan
virtualmente a todas las regiones del SNC y la 5-HT al actuar como
neurotransmisor, regula un gran numero de procesos fisiolégicos y juega un
papel importante en algunos procesos psicopatologicos entre ellos la adiccion a

las drogas de abuso.
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Figura 2. Representacion esquematica de la localizacién, clasificacion y principales proyecciones
de los grupos de cuerpos celulares serotoninérgicos, de acuerdo con Dahlstrdm y Fuxe, en una
seccioén sagital del SNC de la rata. Modificado de Siegel, Agranoff, Albers, Fisher & Uhler (1999).
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Sintesis y metabolismo de la serotonina

La combinacion del grupo hidroxilo en la posicion cinco del grupo indol y
una amina nitrogenada primaria actuando como aceptador de un proton a pH
fisiolégico, hace de la 5-HT una sustancia hidrofilica. Como tal, no traspasa la
barrera hematoencefalica facilmente, por lo que debe ser sintetizada en el cerebro.
El paso inicial en la sintesis de 5-HT (Figura 3) es el transporte del aminoacido L-
triptéfano (aminoacido esencial ingerido en la dieta) de la sangre hasta las
neuronas serotoninérgicas del cerebro, donde es hidroxilado por medio de la
enzima triptéfano-hidroxilasa, que lo convierte en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP). El
siguiente paso consiste en la descarboxilacion del 5-hidroxitriptéfano por la enzima
5-hidroxitriptofano descarboxilasa, que convierte 5-HTP en 5-HT. Como con otros
neurotransmisores amino-biogénicos, la 5-HT es almacenada primariamente en
vesiculas y es liberada, por un mecanismo denominado exocitosis donde las
terminales serotoninérgicas hacen contacto sinaptico con las neuronas objetivo y
el neurotransmisor es liberado y difundido, siguiendo la estimulacién nerviosa. La
actividad de la 5-HT en la sinapsis se termina, primordialmente, por su recaptura
en terminales serotoninérgicas. Los efectos sinapticos de la 5-HT terminan por su
unidn a proteinas especificas de transporte. Otro mecanismo para terminar la
accion del neurotransmisor es mediante su degradacion por medio de la
monoaminooxidasa (MAO), dando como producto final el acido 5-hidroxi-
indolacético (5-HIAA) (Feldman, Meyer & Quenzer, 1996).
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Figura 3. Sintesis y metabolismo de la 5-HT, el triptéfano es hidroxilado por la enzima triptéfano
hidroxilasa, convirtiéndolo en 5-hidroxitriptéfano, la 5-OH triptamina descarboxilasa le quita un

grupo carboxilo, dando como resultado la 5-HT, que se degrada por medio de la MAO, el
metabolito final es el 5-hidroxi-indolacético.



Clasificacion de receptores serotoninérgicos

Hoyer et al., (1994) propusieron una clasificacién de acuerdo a estudios
realizados con técnicas de la biologia molecular. Esta clasificacion se basé en tres
criterios, el primero de tipo operacional referente a las caracteristicas relacionadas
de los farmacos con afinidad para el receptor, un ejemplo de ello son agonistas-
antagonistas y constantes de disociacion. El segundo criterio es de tipo
transduccional y se refiere a los mecanismos intracelulares de transduccion de la
informacion nerviosa, es decir, los eventos producidos por la interaccion farmaco-
receptor. El tercer criterio es de tipo estructural y se refiere al origen genético de
los receptores y la secuencia de aminoacidos que los constituyen. Asi, los
receptores fueron clasificados en siete familias. El grupo de receptores 5-HT4, con
alta afinidad por la 5-HT, y que incluia los subtipos 5-HT1a, 5-HT g, 5-HTp y se
incluyé a nuevos miembros que fueron clonados y clasificados como 5-htgy 5-
HT1r. Ademas, se incluyo a los 5-HT1,ike, Un grupo de receptores diferente a
cualquiera de los subtipos 5-HT{ y que se distinguian de los receptores 5-

HT1a11B2c @unque mostraban similitud con los receptores 5-htig y 5-HT 4.

En el grupo de receptores 2 se incluyé al receptor 5-HT ¢ por su gran
homologia estructural con el receptor 5-HT, y por compartir el mismo sistema de
transduccion de segundo mensajero, bajo estas caracteristicas fue denominado 5-
HTyc y al anterior receptor 5-HT, se le nombrd 5-HT,,a, incluyéndose un nuevo
receptor: el 5-HT2g (Kursar, Nelson, Wainscott, Cohen & Baez, 1992). De igual
manera, se clasificé el grupo de receptores 5-HT3; que median las acciones
despolarizantes de la 5-HT a través de un mecanismo de canales ionicos, y a los
grupos de receptores 5-HT4, 5-hts, 5-hts y 5-ht;. Las letras minusculas en los
receptores 5-htqg, 5-htir, 5-hts, 5-hts, y 5-ht7, significan que su designacion debe
considerarse provisional a causa de que no hay ligandos selectivos para ellos
(Hoyer et al., 1994).

Con base en estudios previos, Hoyer, Hannon y Martin en el 2002,

proponen una clasificacion mas precisa y refinada (Figura 4), en la cual, sugieren
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7 clases distintas de receptores a 5-HT de acuerdo a sus caracteristicas
estructurales y operacionales, asi como 16 subtipos de receptores, de los cuales
13 pertenecen a la superfamilia de receptores asociados a las proteinas G y uno

esta asociado a canales ionicos activados por ligandos.

| CANALES IONICOS |
5-HT 3A
5-HT 3B
5-ht 3C
| RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G |
NEGATIVO POSITIVO
() ()
5-HT 1A Gilo Gs 5-HT 4
5HT 1B f——— AMPc—»|  5hts
5-HT 1D 5HT 7
5-ht 1E | shtsa
5-ht 1F 5-ht 5B
Gg/11 5-HT 2A
FL.c——»| 5HT28
5-HT 2C

Figura 4. Clasificacién de los receptores serotoninérgicos (Tomado de Hoyer, Hannon y Martin,
2002), dividido en 13 receptores asociados a las proteinas G (5-HTa, 5-TH4g, 5-HT1p, 5-htqg, 5-hty,
5-HToa, 5-HT g, 5-HT ¢, 5-HT4, 5-htsa, 5-htsg, 5-htg y 5-HT-) y 1 receptor asociado a canales iénicos
(5-HT3). Los receptores colocados a la izquierda de la figura estan acoplados negativamente a la
adenil ciclasa, los receptores colocados a la derecha estan acoplados positivamente a la adenil

ciclasa o a la fosfolipasa C.
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Como podemos ver, se han reconocido varios subtipos de receptores que
difieren en su farmacologia, biologia molecular y mecanismo de accion. Algunos
investigadores han propuesto que los receptores 5-HT 14 modulan algunos efectos
conductuales de la adiccion a las drogas. Por lo tanto es importante profundizar en

Su conocimiento.

Receptores 5-HTa

Los receptores 5-HT 4 son relevantes debido a que regulan diferentes
funciones, entre las que se encuentran la modulacion de los efectos conductuales,
bioquimicos y celulares de los psicoestimulantes y la depresion, entre muchos
otros (Mueller et al., 2007). Este receptor es del que se tiene mayor conocimiento
porque se han desarrollado diferentes farmacos selectivos para su estudio, por lo
tanto, en los siguientes apartados se revisaran algunos aspectos importantes
como su localizacion, estructura molecular, sistema de transduccién y

farmacologia.

o Localizacion de los receptores 5-HTia

En el cerebro la distribucion de los receptores 5-HT15 se ha caracterizado
por medio de técnicas como la autorradiografia del receptor, hibridacion in situ,
inmunocitoquimica y estudios de tomografia por emision de positrones (PET, por
sus siglas en inglés) en roedores, primates y humanos donde se ha demostrado
una alta correlacién entre la unién al receptor con [H%-8-OH-DPAT vy la distribucion
del ARN mensajero de los receptores 5-HTa (Pompeiano, Palacios & Mengod,
1992). Una alta densidad de receptores 5-HT1a se ha encontrado en el nucleo del
rafé dorsal y medial, areas limbicas como el hipocampo, el septum lateral, la
amigdala y en las zonas corticales limbicas como la corteza entorrinal y cingular.

En menor densidad se han detectado receptores 5-HTa en el bulbo
olfatorio, el talamo, hipotalamo, el nucleo paraventricular hipotalamico, varios

nucleos del tallo cerebral y la neocorteza. Finalmente, en densidades bajas se han
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encontrado en los ganglios basales y el cerebelo (Albert, Zhou, Van-Tol, Bunzow &
Civelli, 1990; Carrasco, Barker, Zhang, Damjanoska, Sullivan & Garcia et al., 2004;
Gozlan, El-Mestikawy, Pichat, Glowinski & Hamon, 1983).

En el cerebro existen dos tipos de receptores 5-HT 14, los autorreceptores
somatodendriticos y los receptores postsinapticos que a pesar de tener un perfil
similar de unién de radioligando han mostrado poseer diferentes propiedades

funcionales (Blier, Lista, De Montigny, 1993a, b)

Por ejemplo, en estudios de binding (mide la unién farmaco-receptor en
cantidad y afinidad) con [°H]-8-OH-DPAT sugieren que los receptores 5-HT
pueden encontrarse en dos estados funcionales que se caracterizan por una alta o
baja afinidad al agonista. Estos dos estados posiblemente reflejan la unién a la
proteina G del receptor asociado (alta afinidad) y la unién del receptor sin
asociacion a la proteina G (baja afinidad) (Mongeau, Welner, Quirion & Suranyi-
Cadotte, 1992). Ademas, es importante considerar las concentraciones del
receptor que podrian explicar por qué los mismos farmacos pueden actuar como
agonistas completos en algunas areas y sélo como agonistas parciales en otras

(Hamon, Gozlan, El-Mestikawy, Emerit, Bolafios & Schechter, 1990).
-Receptores presinapticos 5-HT1a

Actualmente, se sabe que dosis bajas de agonistas a receptores 5-HTa
activan preferencialmente a los receptores 5-HT 14 somatodendriticos que actuan
como autorreceptores inhibiendo los disparos de las neuronas serotoninérgicas en
las terminales del nucleo del rafé dorsal y medial. La activacion de autorreceptores
5-HTa imita los efectos sistémicos de agonistas 5-HT1a causando una disminucién
extracelular de 5-HT de manera especifica. Estos efectos pueden ser bloqueados
por diversos antagonistas a receptores 5-HT 15 (Haleem, Kennett & Curzon, 1990;
Mdaller et al., 2007; Pazos & Palacios, 1985; Pompeiano, Palacios & Mengod,

1992; Riad, Garcia, Watkins, Jodoin, Doucet, Lamglois et al., 2000). En general,
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los receptores 5-HT 14 somatodendriticos del nucleo del rafé son de suma
importancia en la regulacion de la actividad de neuronas serotoninérgicas de

proyeccion (Stamford, Davidson, McLaughlin & Hopwood, 2000).

-Receptores postsinapticos 5-HTia

En varias regiones terminales del cerebro medio se encuentran
proyecciones serotoninérgicas que surgen del nucleo del rafé dorsal y del nucleo
del rafé medial que contienen receptores 5-HT 14 postsinapticos localizados
principalmente en las dendritas o en el soma de las neuronas postsinapticas no
serotoninérgicas. En el sistema limbico se encuentran a nivel postsinaptico,
particularmente en el hipocampo, corteza prefrontal y NAcc donde terminan
neuronas dopaminérgicas de las vias mesocortical y mesolimbica (Doherty &
Pikel, 2001; Walsh & Cunningham, 1997). Se ha reportado que altas dosis de
agonistas a receptores 5-HT1a estimulan preferencialmente a los receptores

postsinapticos (Mueller et al., 2007).

o Estructura molecular

Los primeros estudios realizados sobre la estructura de los receptores 5-
HT4a purificados de hipocampo de rata, demostraron que el complejo receptor 5-
HT1a correspondia a una glicoproteina con un peso molecular de alrededor de 150
kilodaltons (kDa), que en presencia de guanosin trifosfato (GTP) se disociaba en
dos componentes de 60 y 90 kDa. El componente menor, de 60 kDa, correspondia
al receptor en si mismo, mientras que el componente de 90 kDa correspondia a
una proteina G asociada (Harrington, Zhong, Garlow & Ciaranello, 1992; Lanfumey
& Hamon, 2000).

El receptor 5-HT+a fue de los primeros en ser clonado y secuenciado
completamente, el gen que codifica a los receptores 5-HTa se encuentra

localizado en el locus del cromosoma 5 (5911.2-q13) en humanos, y en ratas, en
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la parte distal del cromosoma 13. Este receptor consiste en una proteina de 422
aminoacidos (Figura 5), cuya secuencia polipeptidica contienen siete fragmentos o
proporciones transmembranales de unos 20 aminoacidos cada uno. Existe un alto
grado de homologia en la secuencia transmembranal de todos los receptores de
5-HT acoplados a proteinas G, exceptuando la porcidon amino terminal y la tercera
porcion intracelular, que son especificas para cada tipo de receptor y por lo tanto
permiten la produccion de anticuerpos especificos antirreceptor (El Mestikawy,

Fargin, Raymond, Gozlan & Hnatowich, 1991; Vergé & Hamon, 1997).

El grupo amino terminal se situa en el exterior de la célula, mientras que el
grupo carboxilo terminal se localiza intracelularmente. Principalmente en la
segunda y tercera porcion intracelular, existen lugares destinados a la fosforilaciéon
mediante el acoplamiento con enzimas proteinas cinasas (especificamente con la
proteina cinasa C), el tercer dominio intracelular es largo ya que cuenta con 132
aminoacidos y una terminal corta con apenas 18 aminoacidos, mostrando una
homologia del 89%entre ratas y humanos, en el caso de los receptores de
roedores tiene un cadena de aminoacidos mas larga (Albert, Lee, Bolden,
Wurzburger & Aguanno, 1992; Albert et al., 1990; Fargin, Raymond, Lohse,
Kobilka, Caron, & Lefkowitz, 1988; Kobilka, Frielle, Collins, Yang-Feng, Kobilka,
Francke et al., 1987). El fragmento o lazo de localizacion intracelular que une el
quinto y sexto fragmentos transmembranales, constituye la regién del receptor a
través de la cual interactua con una compleja familia de proteinas intracelulares,
las proteinas G, que son esenciales para la traduccidn de la sefal recibida por el

receptor (Hamon, 2000).
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Figura 5. Modelo de la topologia transmembranal de los receptores 5-HT 5 (Modificado de Hamon,

2000). El simbolo Y indica los sitios de N-glicosilacion. Las flechas indican los sitios de fosforilacion
por la proteina cinasa C (PKC).

o Transduccién de sefales de los receptores 5-HTia

Estudios in vitro indican que los receptores 5-HTa se acoplan a la familia
de proteinas Gi/G, incluyendo las proteinas Gi, Gz, Giz Y G,. Existen diferencias
regionales en el acoplamiento de los receptores 5-HT+a a las proteinas G, en el
hipocampo los receptores 5-HTa se acoplan a proteinas G,; en la corteza frontal a
proteinas G, y Gi3; en el nucleo del rafé dorsal a proteinas Gj3 y en el hipotalamo a
proteinas Gi1, Giz y Gi; (Hensler, Cowley, Kishi, Tecott, Fan, Low et al., 2003; Li,
Battaglia & Van de Kar, 1997; Serres, Li, Garcia, Raap, Battaglia, Muma & Van de
Kar, 2000).
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Las proteinas G son llamadas asi porque reconocen o interactuan con el
GTP. Su estructura esta constituida por tres subunidades: a, B y y. La subunidad a
es variable y es la que posee el lugar de union a los nucledtidos de guanina GTP y
guanosindifosfato (GDP). Se han identificado varias isoformas de las diferentes
subunidades. El tipo de subunidad a confiere a las distintas proteinas G su
especificidad funcional y su nombre: las proteinas G y G; fueron inicialmente
identificadas por su accion de estimular o inhibir, respectivamente, a la adenil
ciclasa. Los receptores 5-HT 4, interaccionan basicamente con las proteinas G, la
proteina Gq estimula la enzima fosfolipasa C, y la G, la cual probablemente abre y
cierra directamente canales iénicos (Raymond, Mukhin, Gelasco, Turner,
Collinsworth, Gettys et al., 2001).Todas las proteinas G pueden ser activadas por
estimulacion de los receptores 5-HT1a. El hecho de que el mismo tipo de receptor
puede estar unido a diferentes tipos de proteinas permite explicar los diferentes
efectos inducidos por agonistas y antagonistas de estos receptores en distintas

areas cerebrales (Lamfumey & Hamon, 2000).

Las proteinas G se consideran las moléculas transductoras de la seAal
quimica porque acoplan la unién del mensajero quimico al receptor con la
respuesta celular. La forma inactiva de la proteina G esta unida al GDP y mantiene
asociadas sus tres subunidades. La interaccion del agonista con el receptor 5-
HT1a cambia su conformacion y favorece el intercambio de GDP en GTP (forma
activa) en la subunidad alfa. La proteina G activada se desacopla del receptor en
las subunidades alfa-GTP y el dimero 3-y. En el mecanismo de transduccién de
los receptores 5-HT+a (Figura 6), estan involucradas dos tipos de proteinas G las
Gy las G,, cuando el receptor es activado, la subunidad alfa-GTP de las proteinas
Gi produce una inhibicion de la enzima adenil ciclasa disminuyendo la produccion
de AMPc y como consecuencia inactiva la proteina-cinasa A (PKA). Mientras tanto
la subunidad alfa de las proteinas G, cierran los canales de Ca®" y el dimero beta-
gamma de las proteinas G, abre los canales rectificadores de la entrada de

potasio (K*), la apertura de estos canales provoca una hiperpolarizacion, que se
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traduce en una disminucién del disparo de las neuronas serotoninérgicas
(Harrington & Peroutka, 1990; Raymond, Olsen & Gettys, 1993).

Otras vias de sefalizacion neural a las que se acoplan los receptores 5-
HT1a incluyen la apertura de los canales de K* (Feldman, Meyer & Quenzer,
2006), la inhibicién de canales de Ca®* (Raymond et al., 2001), la activacién de la
fosfolipasa C y de la fosfolipasa A2 y la activacién de las quinasas ERK y la MAP
(Berridge, 2005).

Ligando o
0

Figura 6. Representacion del mecanismo de transduccién de los receptores 5-HT 4, el ligando se
une al receptor y este se acopla a las proteinas Gi/o. Las proteinas Gi inhiben a la adenil ciclasa a
través de la subunidad a unida a GTP. Adicionalmente la activacion del receptor 5-HT 4 produce el
cierre de los canales de Ca™" a través de la subunidad a de las proteinas Go. Mientras que las

subunidades By de Go abren los canales de K.
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Farmacologia

El progreso en el entendimiento de los receptores 5-HT 14 se debe a una
amplia disponibilidad de compuestos especificos que han mostrado tener alta
afinidad por estos receptores. Uno de los primeros agonistas selectivos fue el 8-
hidroxi-2-(di-n-propilamina) tetralin, (8-OH-DPAT), que es capaz de discriminar
entre los diferentes subtipos de receptores de la familia 5-HT4. Este ha sido
extensamente utilizado para la caracterizacion farmacolégica de dichos
receptores. El 8-OH-DPAT muestra una alta afinidad por los receptores 5-HT 4 (Ki
= 0.5 nM), y una baja afinidad por los receptores D, (Ki= 86 nM) y los
adrenorreceptores a, (Ki = 116 nM). Actualmente se sabe que también puede ser
un agonista, aunque con menor afinidad de los receptores 5-HT7; (Mueller et al.,
2007). Otro agonista con alta afinidad por los receptores 5-HTa es el MKC-242
también llamado osemozotan (Ki = 0.35 nM), que tiene moderada afinidad por los
adrenorreceptores a4 (Ki = 21 nM). El flesinoxan es un agonista que tiene afinidad
por los receptores 5-HT 14 (pKi = 8.82), sin embargo, también tiene afinidad por

otros receptores como los D, y los adrenorreceptores.

Los derivados de la piperazina como son la buspirona, gepirona y la
ipsapirona, se desarrollaron como ansioliticos por sus propiedades agonistas a
receptores 5-HT1a. La ipsapirona y gepirona mostraron tener mayor afinidad para
los receptores 5-HT+a (Ki = 1.8 y 13 nM) que para los receptores D, (Ki =110 y 58
nM). La ipsapirona ademas mostré afinidad por los adrenorreceptores a4 (Ki =43
nM). La buspirona ha mostrado tener una afinidad aproximadamente igual para los
receptores 5-HTa (Ki = 9.2 nM) y los receptores D, (Ki = 13 nM) (Piercey, Smith &
Lum-Ragan, 1994).

En el caso de los antagonistas a receptores 5-HT 14 encontramos el NAN-
190 (Ki = 0.58 nM), WAY100135 (pKi = 8.35) y el WAY100635 (pKi =9.02), los
cuales han sido utilizados en diversos estudios donde se ha reportado que actuan
bloqueando o inhibiendo las respuestas mediadas por los agonistas (Mueller et al,

2007).
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LOS RECEPTORES 5-HT;, COMO BLANCO FARMACOLOGICO EN LA
MODULACION DE LOS EFECTOS CONDUCTUALES DE LAS DROGAS
PSICOESTIMULANTES

Debido a la afinidad por la 5-HT y a la localizacion de los receptores 5-HT1a
como autorreceptores somatodendriticos en el nucleo del rafé y como receptores
postsinapticos no es sorprendente que estén involucrados en conductas como
actividad motora, memoria, emocion y procesos de reforzamiento. Diversos
estudios demuestran que la exposicion prolongada a los psicoestimulantes puede
alterar la densidad y la funcion de los receptores 5-HT 4, l0 que contribuye al
desarrollo y mantenimiento de las conductas relacionadas con el consumo de
drogas de abuso (Lucki, 1992; Lucki & Wieland, 1990). En este sentido en el
siguiente apartado se revisaran algunos estudios donde se evaluo el papel de los
receptores 5-HT1a en la expresion de los efectos conductuales en la adiccién a las

drogas de abuso.

Evidencia experimental del papel de los receptores 5-HT14 en la expresion de

los efectos conductuales en la adiccion a las drogas de abuso.

Peltier y Schenk (1993) examinaron los efectos del agonista 5-HT+4, 8-OH-
DPAT, en la autoadministracién de cocaina. Utilizaron ratas que fueron entrenadas
a autoadministrarse una infusion de cocaina de 0.5 mg/kg, la dosis fue elegida
debido a que las ratas respondieron en tasas moderadas, y esto permitié evaluar
si las dosis del 8-OH-DPAT empleadas producen incremento o decremento en la
tasa de autoadministracién de cocaina después de la administracién del agonista
a receptores 5-HT 4. Cada rata sirvié como su propio control y se les
administraron dosis de (0.0, 0.125, 0.25 y 0.5 mg/kg) del 8-OH-DPAT, en un orden
azaroso 30 minutos antes de las pruebas de autoadministracion de cocaina. Los
resultados mostraron que el 8-OH-DPAT produjo un decremento en las

autoadministraciones de cocaina en funcioén de la dosis. Subsecuentemente, se
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llevé a cabo otro experimento para evaluar las propiedades reforzantes de la
cocaina reduciendo la dosis de cocaina cada tres dias (0.5, 0.250, 0.125y 0.06
mg/kg/infusion). En el tercer dia de cada dosis se administro el 8-OH-DPAT 30 min
antes de la prueba de autoadministracion de cocaina. Los resultados mostraron
que conforme se disminuyeron las dosis de cocaina (0.5, 0.250, 0.125 y 0.06
mg/kg) la tasa de autoadministraciones aumento, mientras que la administracion
de 8-OH-DPAT (0.5 mg/kg) disminuy¢ las autoadministraciones de cocaina en la
dosis de 0.125 mg/kg/infusién. Estos experimentos demostraron que el agonista 5-
HT1a 8-OH-DPAT, redujo las autoadministraciones de cocaina lo que sugiere la
participacion de los receptores 5-HT 14 en las conductas relacionadas con la

adiccién a los psicoestimulantes como la cocaina.

Por otra parte, un método para estudiar si los agonistas 5-HT1a pueden
influir sobre el sistema de la recompensa del cerebro, es medir los efectos en el
umbral de la estimulacion intracraneal. En este paradigma, las ratas realizan una
tarea que es reforzada con la estimulacion eléctrica del cerebro. El incremento en
el umbral que se requiere para mantener el reforzamiento por la estimulacion
cerebral, indica una reduccién en el valor reforzante de la estimulacion eléctrica.
La administracion sistémica del agonista a receptores 5-HT 14 produjo un efecto
bifasico en el umbral de recompensa del cerebro en ratas. La administracién
sistémica de dosis altas de 8-OH-DPAT (0.1 y 0.3 mg/kg), aumento los umbrales
de reforzamiento (Harrison & Markou, 2001; Montgomery, Rose & Herberg, 1991).
Mientras que la aplicacion sistémica de dosis bajas 0.003 y 0.03mg/kg), -que
activa preferentemente a los autorreceptores 5-HTa -redujo los umbrales de
reforzamiento y mejoré las respuestas. Asimismo, la aplicacion del antagonista a
receptores 5-HTa, p-MPPI, revirtié los efectos del 8-OH-DPAT, sin embargo, no
tuvo un efecto per se sobre el umbral de reforzamiento (Harrison & Markou, 2001;
Markou, Harrison, Chevrette & Hoyer, 2005). La aplicacion local del 8-OH-DPAT
en el nucleo del rafé dorsal y en el nucleo del rafé medial, también mostraron
efectos diferentes ya que la activacion de los autorreceptores 5-HT 4 en el nucleo

del rafé medial disminuy6 el umbral de reforzamiento (Fletcher, Tampakeras &
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Yeomans, 1995), mientras que la activacién local de los autorreceptores 5-HT 4 en
el nucleo del rafé dorsal no mostré ningun efecto sobre el umbral de reforzamiento
(Harrison & Markou, 2001). Esta evidencia sugiere que unicamente la estimulacién
de los receptores 5-HT 4 con dosis bajas, esta relacionada con los efectos

reforzantes de la estimulacién eléctrica.

Diversos estudios proporcionan evidencia de la contribucion de los
receptores 5-HTa en la evaluacion de la actividad locomotora. Se ha reportado
que la administracion de dosis altas del agonista a receptores 5-HT14, 8-OH-DPAT
(>0.1 mg/kg) que estimulan a los receptores postsinapticos, puede contribuir a la
activacién del aparato locomotor (Dourish, Hutson & Curzon, 1985a, b; Jackson,
Wallsten, Jerning, Hu, & Deveney, 1998; Lucki, Ward & Frazer, 1989; Mller,
Carey, Salloum & Huston, 2003; Trickleban, Middlemiss & Neill, 1986) o a la
inhibicion tras la administracion de dosis bajas del agonista 8-OH-DPAT (<0.05
mg/kg) que activan los receptores presinapticos 5-HT 4 (Carey, DePalma,
Damianopoulos, Hopkins, Shanahan, Mdller, & Huston, 2004a; Carey, DePalma,
Damianopoulos, Miiller, & Huston, 2004b; Carey, DePalma, Damianopoulos,
Shanahan, Muller, & Huston, 2005; Carli, Prontera & Samanin, 1989; Dekeyne,
Brocco, Adhumeau, Gobert & Millan, 2000; Hillegaart, Wadenberg &
Ahlenius,1989; Mittman & Geyer, 1989).

Ademas, la administracion del antagonista a receptores 5-HT1a NAN-190
(0.5-2.0mg/kg) bloqued los efectos conductuales inducidos por la cocaina en ratas
(King, Joyner, Lee & Ellinwood, 1993). Otro antagonista de los receptores 5-HTa
el WAY 100635 (0.4-0.8 mg/kg) atenud claramente la hiperlocomociéon provocada
por la cocaina (10.0 y 15.0 mg/kg) cuando se administré 20 minutos antes del
tratamiento con cocaina (Carey, Damianopoulos & DePalma, 2000; Carey,
DePalma &Damianopoulos, 2001, 2002; Mdller, De Souza-Silva, DePalma,
Tomaz, Carey & Huston, 2002).
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Estudios donde se realizaron administraciones locales, apoyan el papel
inhibitorio de los autorreceptores 5-HT 14 sefialando que existen diferencias en las
poblaciones de receptores 5-HT 14 ya que se han mostrado multiples disociaciones
en las diferentes subpoblaciones de los receptores postsinapticos 5-HT 1 en los
efectos de hiperlocomocion inducidos por cocaina. La administracion local de 8-
OH-DPAT en el hipocampo ventral en ratas suprimié la hiperlocomocion producida
por la cocaina (Mueller, Thonnessen, De Souza Silva, Fink, Bert, Carey et al.,
2004b) mientras que su administracion en el estriado ventral potencié dicho efecto

(Mueller, Thénnessen, Barros, Tomaz, Carey & Huston, 2004a).

Estos estudios apoyan la idea de que los receptores 5-HT1a estan
esencialmente involucrados en la hiperlocomocion inducida por psicoestimulantes
(principalmente cocaina y ANF), sin embargo, parece que los receptores 5-HT

pre y post sinapticos contribuyen de forma diferente.

En estudios de discriminacion de drogas, la estimulacién de los receptores
5-HT1a con el agonista 8-OH-DPAT o agonistas parciales como buspirona o
gepirona no sustituyen la sefal discriminativa de la cocaina en ratas (Callahan &
Cunningham, 1995, 1997; Przegalifiski & Filip, 1997; Rapoza, 1993). Sin embargo,
cuando se administraron dosis altas de buspirona y 8-OH-DPAT previo a la
administracién de cocaina, se observé una disminucion en éstas propiedades,
ambos agonistas eliminaron en general las respuestas asociadas a la cocaina
(Callahan & Cunningham, 1995, 1997; Rapoza, 1993).

Young, Bondareva, Wesolowska y Glennon (2006), entrenaron a ratas a
discriminar ANF de salina, utilizando un paradigma de condicionamiento operante
con una prueba de dos palancas, los resultados mostraron que no hubo una
generalizacion cuando se administré unicamente el 8-OH-DPAT (0.01-0.5 mg/kg)
ni tampoco antagonizé los efectos de las propiedades discriminativas de la ANF en
las pruebas de combinacidon donde se administraron en conjunto el agonista y la

dosis de entrenamiento de la ANF.
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En estudios de discriminacion realizados con pichones entrenados a
discriminar solucion salina de cocaina (1.0 6 1.7 mg/kg, i.m), se encontr6 una
sustitucion parcial de la cocaina con el agonista 8-OH-DPAT (0.03-0.17mg/kg), en
dos de cuatro animales analizados y un bloqueo parcial de los efectos
discriminativos de la cocaina cuando se administré el antagonista NAN-190
(Johanson & Barrett, 1993).

En un estudio realizado en monos, en pruebas de sustitucion donde se
administré intragastricamente: ANF (0.56 6 1.0 mg/kg), buspirona (0.3-1.0 mg/kg),
gepirona (0.56-3.0 mg/kg) 6 8-OH-DPAT (0.01-0.1 mg/kg), no se encontrd ningun
efecto, sin embargo, este estudio reporté una inhibicion de las propiedades
discriminativas de la ANF por estos agonistas en las pruebas de combinacién. La
potencia para bloquear las propiedades discriminativas de la ANF (0.5 mg/kg) fue
de DEsp de 0.03, 0.41 y 1.82 mg/kg (im), para 8-OH-DPAT, buspirona y gepirona
respectivamente. Considerando la alta eficacia del agonista 8-OH-DPAT en este
estudio, la DEsg sugiere que los efectos observados son mediados principalmente
por la activacion de los autorreceptores 5-HT 14y no precisamente por la activacion
de todas las poblaciones de receptores 5-HT 14 del cerebro (Nader & Woolverton,
1994).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como se menciono previamente, los estudios iniciales que exploraron el
papel de los receptores 5-HT 14, reportaron que los agonistas a receptores 5-HT1a
resultaron ineficaces para prevenir los efectos conductuales de los
psicoestimulantes. A partir de estos hallazgos se puede especular que algunos de
los resultados, aparentemente contradictorios, pueden deberse a las diferencias
de las dosis que utilizaron en cada uno de los estudios. Si se considera que la
poblacion de receptores 5-HT1a N0 es homogénea, ya que se encuentran a nivel
presinaptico y postsinaptico y su estimulacion produce efectos conductuales
opuestos, podria suponerse que las dosis bajas (en el rango de 0.003 a 0.03
mg/kg) activarian preferencialmente a los receptores 5-HT14 somatodendriticos,
inhibiendo la liberacién de 5-HT en las terminales presinapticas, mientras que las
dosis altas (en el rango de 0.2-1.6 mg/kg) estimularian preferencialmente a los
receptores 5-HTa postsinapticos, inhibiendo la actividad de las neuronas
postsinapticas. Los datos actuales sugieren que los autorreceptores
somatodendriticos del nucleo del rafé podrian estar involucrados en la inhibicién o
reduccion de las conductas relacionadas con los psicoestimulantes, por lo que
seria de interés evaluar los efectos de dosis bajas y altas en conductas

relacionadas con los psicoestimulantes como la ANF.

Una estrategia para evaluar lo anterior, es utilizar los procedimientos de
discriminacion de drogas que proporcionan informacion sobre los mecanismos
neurofarmacolégicos que subyacen a los efectos subjetivos de las drogas de
abuso. En estos procedimientos se entrena a los animales de investigacion a
discriminar la droga de entrenamiento de un placebo, generalmente el vehiculo de
la droga de entrenamiento. Una vez que se aprendid la discriminacion droga-
vehiculo, se valoran los efectos de distintos compuestos para determinar si
comparten o no los mismos mecanismos neurofarmacolégicos o para averiguar los
mecanismos farmacoldgicos y neurobioldgicos a través de los cuales esta

actuando la droga de entrenamiento.
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Aunque originalmente la discriminacion de drogas se produjo por medio del
condicionamiento operante, de manera relativamente reciente se ha comenzado a
utilizar el condicionamiento de aversion a los sabores (CAS) como una linea base
conductual para el aprendizaje de la discriminacion de drogas. En este
procedimiento se aplica un irritante gastrico, generalmente una inyeccion de LiCl,
como el estimulo incondicionado (El) y la comida o liquido con un sabor particular
como el estimulo condicionado (EC). Las principales caracteristicas del CAS son
la rapidez con la que se adquiere la relacion de estimulos y su selectividad, ya
que los animales asocian con mayor facilidad la relaciéon estimulos interoceptivos-
malestar gastrico. Ademas, es un método sensible, que requiere un equipo de
costo bajo y produce respuestas graduadas (Cappell & LeBlanc, 1977; Colpaert,
1987; Garcia, Kimeldorf & Koelling, 1955; LeBlanc, Poulos & Cappell, 1978; Rozin
& Kalat, 1971; Miranda & Velazquez-Martinez, 1997; Overton, 1991).

HIPOTESIS

Si la estimulacion de los receptores 5-HT 14 somatodendriticos mediante la
administracién sistémica de dosis bajas del agonista selectivo 8-OH-DPAT
produce inhibicion de la liberacion de 5-HT, probablemente inhiba indirectamente
la actividad de los receptores 5-HT g, y como una consecuencia de esto, se
produzca la desinhibicion de las interneuronas GABAérgicas del ATV, resultando
en una disminucion en las concentraciones extracelulares de DA en NAcc y como
consecuencia de lo anterior se alterarian las propiedades discriminativas de la
ANF.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la administracion sistémica de dosis bajas y altas del
agonista a receptores 5-HT 5, 8-OH-DPAT en la sefnal discriminativa producida por
ANF. Asimismo evaluar si la administracion sistémica de una dosis baja de 8-OH-
DPAT produce cambios en las concentraciones extracelulares de DA en el NAcc y
de GABA en el ATV utilizando microdialisis cerebral con cromatografia liquida de

alta resolucion.

Objetivos especificos

A. Determinar si los efectos de la ANF adquieren propiedades discriminativas
utilizando el procedimiento del CAS.

B. Evaluar en pruebas de generalizacién el efecto per se de la administracion
de diferentes dosis de ANF, del agonista 8-OH-DPAT y del antagonista
WAY100135.

C. Evaluar en pruebas de combinacion los efectos de la administracion
conjunta de diferentes dosis del agonista 8-OH-DPAT (altas: 0.1, 0.3y 1.0
mg/kg; bajas: 0.003, 0.01 y 0.03mg/kg) mas una dosis fija de ANF.

D. Evaluar en pruebas de combinacién los efectos de la administracién del
antagonista WAY 100135 y diferentes dosis del agonista 8-OH-DPAT mas
una dosis fija de ANF.

E. Evaluar si la administracion sistémica del agonista a receptores 5-HT 4, 8-
OH-DPAT (alta: 1.0 mg/kg y baja: 0.03 mg/kg) y el antagonista WAY100135
(1.0 mg/kg) modifica las concentraciones de DA en el NAcc.

F. Evaluar si la administracion sistémica del agonista a receptores 5-HT 4, 8-
OH-DPAT (alta: 1.0 mg/kg y baja: 0.03 mg/kg) y antagonista WAY100135

(1.0 mg/kg) modifica las concentraciones GABA en el ATV.
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METODOLOGIA GENERAL

Método Conductual: Discriminacion de Drogas

Sujetos:

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 120 dias
de edad al inicio de la investigacion, y de entre 200 y 250 g de peso, provenientes
del Bioterio General de la UNAM Campus lIztacala. Se alojaron individualmente en
cajas-hogar de acero inoxidable y bajo un ciclo luz-oscuridad controlado (luz: 8:00

am-8:00 pm), a una temperatura ambiente de 23 (1) °C.

Aparatos y escenario experimental:

Se utilizaron cajas-experimentales de acero inoxidable de 30x20x20 cm en
las cuales se colocaron una o dos botellas graduadas invertidas. Las botellas
fueron colocadas en el panel frontal de la caja a través de las cuales las ratas
tuvieron acceso a los liquidos. Las sesiones de habituacion, entrenamiento, las
pruebas de generalizacién y combinacién se llevaron a cabo en un cuarto de 4x4
metros iluminado por dos ldmparas de luz fluorescente de 100W cada una y con

un ruido blanco para enmascarar ruidos.

Farmacos y solucién saboreada:

Se utilizaron sulfato de d-anfetamina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),
diclorhidrato de WAY 100135 (Tocris, Ballwin, MO, USA), Hidrobromuro de 8-
hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina), 8-OH-DPAT, y LiCl (J.T. Baker, Ciudad de
México). Todas las dosis de los farmacos se calcularon de acuerdo al peso de la
sal y se administraron intraperitonealmente (ip) en un volumen de 1.0 ml/kg,

excepto el LiCl que fue administrado en una dosis de 2 ml/kg de 0.177 M. La
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solucién con sabor fue sacarina (Elly Lilly, México) al 0.15% (p/v) en agua

destilada.

Procedimiento:

Habituacion al consumo de agua: A todos los sujetos se les restringié el
consumo de agua a un periodo de 20 minutos al dia durante 7 dias, con la

finalidad de entrenar a los animales a beber Unicamente en ese periodo.

Habituacion al consumo de sacarina: Después de la habituacion al consumo
de agua, a todos los sujetos se les permitié consumir la solucion de sacarina por
un periodo de 10 minutos al dia durante 2 dias consecutivos, con la finalidad de

que se habituaran al consumo de un liquido novedoso.

Adquisicion de la discriminacion ANF-salina: El procedimiento para adquirir

la discriminaciéon ANF-salina consté de dos tipos de ensayos:

1. Ensayos droga: A las ratas se les administré 1.0 mg/kg de ANF y 30
minutos después se les permitié el acceso a la sacarina durante 10 minutos.

Después de finalizar este periodo, se les administré 2.0 ml/kg de 0.177 M de LiCl.

2. Ensayos salina: A las ratas se les administro salina y 30 minutos después
se les permitié el acceso a la sacarina durante 10 minutos. Después de finalizar

este periodo, se les administré 1.0 ml/kg de salina.

Entre los ensayos droga y los ensayos salina hubo dos dias de descanso,
donde se les permitio el acceso al agua simple durante 30 minutos en las cajas-
hogar. El ciclo ensayo droga-ensayo salina se repitio 11 ocasiones en un orden
aleatorio, con la unica restriccién de que no tuvieran lugar mas de dos ensayos

droga consecutivos.
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Pruebas de generalizacién: Comenzaron 2 dias después de finalizar la adquisicion
de la discriminacion ANF-salina y se hicieron sobre un ciclo de 4 dias. En el dia 1,
se sometio a las ratas a un procedimiento similar al del ensayo droga. En el dia 2,
a los sujetos se les permitié consumir agua simple durante 30 minutos en sus
cajas-hogar. El dia 3 fue idéntico a los ensayos salina. El dia 4 fue de prueba, la
cual consistié en administrar una dosis de una droga de prueba. El procedimiento
fue similar al utilizado en el dia 1 con excepcion de que se utilizé una prueba de
dos botellas. Esta prueba consistio en permitirles el acceso durante 10 minutos a
dos botellas, una con agua simple y otra con sacarina. Con cada droga evaluada
se ajusto el tiempo entre su administracion y el inicio del acceso a las dos botellas
para tener el maximo efecto farmacologico, segun se ha descrito en la literatura.
La secuencia de las drogas y sus dosis se eligio al azar y el ciclo de 4 dias se
repitio hasta evaluar todas las dosis de las drogas de prueba. Antes de iniciar la
evaluacién de cada droga, se evaluo la dosis de entrenamiento de la ANF (1.0

mg/kg) y la administracion de salina.

Pruebas de combinacién: Después de un reentrenamiento de la discriminacién
ANF-salina, se llevaron a cabo las pruebas de combinacién que al igual que en las
pruebas de sustitucion se hicieron sobre un ciclo de 4 dias, excepto que en el dia
4 se administraron: diferentes dosis del agonista 8-OH-DPAT mas una dosis fija de
ANF o diferentes dosis del antagonista WAY 100135 mas una dosis fija 8-OH-
DPAT mas una dosis fija de ANF.
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Analisis Estadistico

En el curso de la adquisicion de la discriminacion ANF-salina, se registro el
consumo de sacarina en los ensayos droga y los ensayos salina y se analizé con
un ANOVA de medidas repetidas de dos factores, con los tipos de ensayos
(ensayo droga-ensayo salina) como primer factor y el numero de ensayo (se
analizaran los ultimos tres ensayos de cada condicién) como segundo factor. Se
registré también el consumo de liquidos en las pruebas de generalizacion y
substitucion. A partir de estos datos se calculd un indice de aversion a la sacarina
el cual se obtuvo con la formula A/A+B; donde A es el consumo de sacarinay B es
el consumo de agua. Con este indice, un valor de 1.0 indica preferencia por la
sacarina y un valor de 0.0 una aversion por la sacarina. Estos datos se analizaron
usando un ANOVA de una via; cuando los ANOVAs fueron significativos, se llevo
a cabo un analisis de comparaciones posteriores con la prueba Tukey. En todas

las pruebas, el nivel de rechazo del error Tipo | fue de 0.05.
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Método Bioquimico: Microdialisis cerebral con cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Sujetos:

Se utilizaron 60 ratas macho de la cepa Wistar de aproximadamente 120
dias de edad al inicio de la investigacion, y de entre 200 y 250 g de peso. Los
animales fueron criados y suministrados por el Bioterio General de la UNAM,
Campus Iztacala. Los procedimientos del presente estudio cumplieron con la
Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) que indica las especificaciones

técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Farmacos:

Los farmacos que se utilizaron fueron 8-OH-DPAT (Hidrobromuro de 8-
hidroxi-2-(di-n-propilamino)-tetralina) y WAY100135 dihidrocloruro de WAY 100135
(Tocris, Ballwin, MO, USA), disueltos en solucién salina al 0.9% y administrados

intraperitonealmente (ip) en un volumen de 1.0 ml/kg.

Procedimiento:

Cirugia estereotaxica: Las ratas fueron anestesiadas con una mezcla de ketamina
(112.5 mg/kg, i.p) y xilazina (22.5 mg/kg, i.p.), y se colocaron en un aparato de
cirugia estereotaxica (Stoelting; Wood Dale, IL, USA). Para fijar el craneo del
animal, se inserté una barra en cada conducto auditivo externo y para conseguir
una absoluta inmovilizacion de la cabeza se fijaron los incisivos superiores en un
dispositivo horizontal (barra de incisivos). Con la colocacién adecuada y usando
como punto de referencia Bregma, se tomaron en cuenta tres direcciones del
espacio (antero-posterior [AP], lateral [L] y ventral [V]), se ubico el shell del NAcc
mediante el calculo de coordenadas estereotaxicas a partir de las sugeridas en el

atlas estereotaxico (AP: +2-0 mm, L:-0.8 mmyV:-4.5mm)o el ATV (AP: -6.4
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mm, L: -0.5 mm y V: -6.0 mm) (Paxinos & Watson, 2007). La canula guia fue fijada
al craneo mediante dos tornillos de acero inoxidable y cemento acrilico dental,
posteriormente se suturo la herida quirdrgica con hilo de seda. Tras finalizar la
cirugia estereotaxica, se aplicd intramuscularmente antibiético (0.4 ml/kg de

enrofloxacina 5%). Los animales tuvieron 5 dias de recuperacion postoperatoria.

Microdialisis cerebral: Siguiendo el procedimiento quirurgico ya descrito, se
implant6 una canula guia de microdialisis en el shell del NAcc o en el ATV (CMA
12 guide cannula). Una vez que los animales se recuperaron de la cirugia (5 dias),
se realizaron los experimentos de microdialisis cerebral. Se usaron canulas de
microdialisis con membranas de intercambio de 1 mm de longitud y con un
diametro externo de 0.24 mm (CMA 12 microdialysis probe). El liquido de
perfusion fue una solucion ringer compuesta por 137 mM de NaCl, 1.2 mM de
CaCl, 3 mM de KCI, 1 mM de MgSQ4, 0.5 mM de NaH;PO4, 2 mM de Na;HPO, y
3 mM de glucosa. La solucion ringer fue perfundida a una velocidad de 2.5 pl/min
a través de un microcatéter de polietileno que unia la canula de microdialisis a una
jeringa de 2.5 ml anclada a una bomba de microdialisis (CMA/100, Bioanalytical
Systems; West Lafayette, Indiana, USA). El sistema de perfusion permitié que el
animal estuviera en libre movimiento dentro de un cilindro de acrilico de 55 cm de
diametro. La salida de la canula de microdialisis estuvo conectada a un vial para la
recoleccion de las muestras (durante 15 min). La canula de microdialisis fue
insertada en la guia por lo menos dos horas antes de iniciar la coleccion de los
dializados. Se colectaron al menos tres muestras para medir la concentraciéon
extracelular de DA en condiciones basales, posteriormente se realizaron los

tratamientos intraperitoneales y se colectaron 6 muestras mas de dializado.
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Cuantificacién de DA por cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase
reversa con deteccion electroquimica (EC): Los dializados cerebrales del shell del
NAcc, fueron colectados e inmediatamente inyectados para cuantificar la
concentracion de DA a un sistema de HPLC-RF-EC (Antec Leyden) equipado con
un detector electroquimico (Intro, Waters Co.) y una bomba isocratica (515,
Waters Co.). Para la separacion de las muestras, el sistema cromatografico
consistié de un inyector (Rheodyne) con un asa de 20 pl (contenedor de la
muestra) que conducia a una columna dC-18 (Atlantis, 2.1 x 50 mm, Waters Co.).
La composicion de la fase mévil fue 97% buffer: 135 mg/ L de NaCl, 10.5 mg/ L de
acido citrico, 20 mg/ L de EDTA, 20 mg/ L de OSA y 3% de metanol, un pH de 2.9
ajustado con NaOH, el flujo de la fase mdévil fue de 0.35 ml/ min a 30°C. La DA de
los dializados fue detectada por oxidacion electroquimica con un electrodo de
carbono vidriado (VT-03, Antec Leyden) fijado a un potencial de 395 mV con
respecto a un electrodo de referencia (ISSAC) y se cuantificé integrando el area
bajo la curva correspondiente al tiempo de retencion del analito y calculando su
concentracion tomando como referencia curvas estandar, la seial del detector

electroquimico fue procesada empleando el programa Millenium® (Waters Co.).

Cuantificacion de GABA por HPLC-EC: Una vez obtenidos los dializados del ATV,
se cuantifico la concentracion de GABA por HPLC-EC,en grupos de animales
diferentes a los usados para DA del NAcc. El aparato utilizado fue el descrito con
anterioridad. La composiciéon de la fase movil fue de 100 mM de di-sodio hidroxido
fosfato, 20% metanol, 3.5 % de acetonitrilo, con una pH de 6.7 ajustado con acido
fosfarico, el flujo de la fase moévil fue de 0.45 mil/min a 32.5 °C. El GABA fue
detectado por oxidacion electroquimica con un electrodo de carbono vidriado (VT-
03, Antec Leyden) fijado a un potencial de + 0.550 V con respecto a un electrodo
de referencia (ISSAC). Para la deteccion del GABA se realizé el procedimiento de
derivatizacion precolumna por medio de una solucién derivatizadora que contenia:
OPA (O-ftaldialdehido), MeOH (metanol), 2BME (2-B-mercapto-etanol) y

tetraborato de potasio. Para la derivatizacion de las muestras (dializados), se
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mezclaron 25 ul de dializado mas 12 ul de solucion derivatizadora, se agité en un
vortex durante 35-45 segundos. Dado que los aminoacidos derivados con OPA,
s6lo son estables por un corto periodo de tiempo, las inyecciones en el
cromatografo se realizaron dentro de los dos minutos siguientes a la
derivatizacion. El GABA se cuantificé integrando el area bajo la curva
correspondiente al tiempo de retencion del analito y calculando su concentracion
tomando como referencia curvas estandar, la sefial del detector electroquimico fue

procesada empleando el programa Millenium®? (Waters Co.).

Histologia: Después de las sesiones experimentales, los animales fueron
anestesiados y decapitados, los cerebros fueron removidos y permanecieron en
solucidn fijadora (formaldehido en solucion al 10%) durante dos dias para su
fijacion éptima. Se realizaron cortes coronales de 200 um para verificar que la
canula guia fuera implantada en el shell del NAcc (Figura 7) o en el ATV (Figura
8). Los datos de la presente tesis doctoral incluyen unicamente a los de los sujetos

canulados correctamente en el shell del NAcc o en el ATV.

Figura 7. Representacion esquematica de la implantacion de la canula en el Shell del Nacc, el lado
izquierdo corresponde a una fotografia tomada a un corte coronal del cerebro de la rata y del lado
derecho la comparacion con el atlas de Paxinos & Watson (2007), la barra gris muestra la

trayectoria de la canula guia y la barra negra la localizacion de la canula de dializado.
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Figura 8. Representacion esquematica de la implantacion de la canula en el ATV, el lado izquierdo
corresponde a una fotografia tomada a un corte coronal del cerebro de la rata y del lado derecho la
comparacion con el atlas de Paxinos & Watson (2007), la barra gris muestra la trayectoria de la

canula guia y la barra negra la localizacion de la canula de dializado.

Disefio experimental: Durante las sesiones experimentales, los grupos
independientes de sujetos fueron inyectados via intraperitoneal con salina, 8-OH-
DPAT (dosis baja: 0.03 mg/kg o dosis alta: 1.0 mg/kg), WAY 100135 (1.0 mg/kg) o
la administracién conjunta de una dosis baja del agonista 8-OH-DPAT mas el
antagonista WAY100135 (1.0 mg/kg) o la dosis alta del agonista 8-OH-DPAT mas
el antagonista WAY100135 (1.0 mg/kg). Antes de la administracion de la inyeccién
intraperitoneal correspondiente, durante 2 horas se permitio la estabilizacién de los
niveles de DA 6 GABA en las condiciones basales; transcurrido este tiempo, se
colectaron 3 muestras para la determinacion de la concentracion (basal) de DA 6
GABA. Después de los tratamientos intraperitoneales, se colectaron 6 muestras

mas de dializado.
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Analisis Estadistico:

En los experimentos de microdialisis, los 3 valores basales de los contenidos de
DA o GABA extracelular (antes de la administracion de los farmacos) fueron
promediados y este valor constituyé el 100%. Posteriormente, cada uno de los
valores de las muestras se convirtié a porcentajes de cambio con respecto del
contenido basal. Asi, en la seccion de resultados, dichos valores se presentan en
términos de porcentaje de cambio de cada una de las colectas y la comparacion
se llevo a cabo utilizando una ANOVA de medidas repetidas de dos vias seguido
de una prueba post test de Tukey. En todos los casos, el valor de p< 0.05 fue

aceptado para determinar la significancia estadistica de las diferencias.
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EXPERIMENTO 1
Evaluacion de la administracion de dosis bajas y altas del agonista a receptores
5-HT1a 8-OH-DPAT y del antagonista WAY 100135 en la sefial discriminativa de la

anfetamina

En la literatura se descart6 el papel de los receptores 5-HT 1 en las
conductas relacionadas con la adiccion a los psicoestimulantes debido a que no se
encontraron resultados positivos con compuestos selectivos a estos receptores,
probablemente por las dosis administradas. Actualmente, se sabe que las dosis
bajas de agonistas selectivos de los receptores 5-HT 44 activa a los
autorreceptores, mientras que las dosis altas activan a los receptores
postsinapticos y la activacion de uno u otro produce efectos diferentes. El objetivo
de este experimento fue evaluar los efectos de la administracion de dosis bajas y
altas del agonista selectivo de los receptores 5-HT1a 8-OH-DPAT en la sefal
discriminativa de la ANF, utilizando el CAS como procedimiento de discriminacion

de drogas.

Método

Sujetos, aparatos y materiales

Los sefalados en el método general.

Farmacos: Se utilizé sulfato d-anfetamina (0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg), 8-OH-DPAT
(dosis bajas: 0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg; dosis altas: 0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg) y
WAY100135 (0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg). Todos los farmacos fueron disueltos en una
solucion salina. Ademas se utilizé sacarina y LiCl segun se describié en el método

general.

Procedimiento: Se entrend a un grupo de ratas (n=10) a discriminar ANF de salina
de acuerdo al procedimiento sefialado previamente, una vez que los animales

aprendieron a discriminar ANF de salina, se realizaron las pruebas de
55



generalizacion en ciclos de 4 dias. En el primer dia los sujetos fueron sometidos a
un ensayo droga. En el segundo dia tuvieron un periodo de 30 minutos de libre
acceso al agua. En el tercer dia tuvieron un ensayo salina. En el cuarto dia, se
administré una dosis de ANF, 8-OH-DPAT o WAY100135, 30 minutos antes de las
pruebas de dos botellas. El ciclo se repitié hasta terminar todas las dosis de
prueba. Finalmente, se llevaron a cabo las pruebas de combinacion segun se

describio en el método general (Tabla 1).

Tabla 1

Disefio Experimental de Discriminacion de Drogas

ENSAYO PROCEDIMIENTO PRUEBAS DE SUBSTITUCION Y COMBINACION
COMPUESTOS PRUEBA DE ELECCION

DROGA ANF-Sacarina-LiCl ANF (0.1, 0.3y 1.0) Agua-Sacarina

SALINA Salina-Sacarina-Salina 8-OH-DPAT (0.003, 0.001 y 0.03) Agua-Sacarina
8-OH-DPAT (0.1, 0.3y 1.0) Agua-Sacarina
WAY100135 (0.1, 0.3y 1.0) Agua-Sacarina
8-OH-DPAT (0.003, 0.01 y 0.03)+ANF (1.0) Agua-Sacarina
8-OH-DPAT (0.1,0.3 y 1.0)+ANF (1.0) Agua-Sacarina
WAY100135 (0.1, 0.3 y 1.0)+8-OH-DPAT(0.03)
+ ANF (1.0) Agua-Sacarina

Las dosis entre paréntesis se expresan en mg/kg; i.p. (n=10).
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Resultados

Adquisicion de la discriminacion ANF-salina: En la Figura 9 se muestran los
resultados del consumo de sacarina durante los ensayos droga y salina. El
consumo de sacarina durante la linea base, el primer ensayo droga y el primer
ensayo salina fue muy similar, (F [2,27]= 1.626, p>0.05). Durante los ensayos en
los que se administrd la ANF seguida por los apareamientos SAC-LICI se produjo
una reduccion del consumo de sacarina. EI ANOVA factorial de medidas repetidas
mostro diferencias significativas en el consumo de la sacarina en los ultimos tres
ensayos droga y los tres altimos ensayos salina, (F [1,9]= 196.216, p<0.05). Estas
diferencias se debieron al efecto de la condicién (ensayo droga y ensayo salina),
ya que el numero de ensayo no influy6é en el consumo de la sacarina, (F [2,18]=
0.174, p>0.05), y no hubo interaccion entre los factores numero de ensayo y tipo

de ensayo (ensayo-droga/ensayo-salina), (F [2,18]= 0.884, p>0.05).
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Adquisicién de la discriminacién ANF-Salina
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Figura 9. Adquisicion de la discriminacién ANF-Salina utilizando el CAS como procedimiento de
discriminacion de drogas. Los circulos representan el consumo promedio de sacarina (+error
estandar de la media). LB=linea base. Los asteriscos indican diferencias significativas con los

ensayos salina (p<0.05, Tukey).
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Pruebas de generalizacion con ANF: Los resultados de las pruebas de
generalizacion con diferentes dosis de ANF, muestran que la dosis mas alta (1.0
mg/kg) replico el control discriminativo de la dosis de entrenamiento. El ANOVA
simple de medidas repetidas reveld un efecto significativo de la condicion de
tratamiento, (F ([4,36]= 14.300, p<0.05), la prueba post hoc Tukey reveld
diferencias significativas entre el tratamiento con solucién salina, las dosis de 0.1y
0.3 mg/kg de ANF comparado con la dosis de entrenamiento de ANF (Figura 10,
panel superior).

Pruebas de generalizacién con ligandos a receptores 5-HT;4. Se evaluaron
diferentes dosis del agonista a receptores 5-HT 14 8-OH-DPAT (bajas; 0.003, 0.01
y 0.03 mg/kg; altas: 0.1, 0.3 y 1.0) y del antagonista WAY100135 (0.1,0.3y 1.0
mg/kg). Los resultados de estas pruebas mostraron que ninguno de estos
compuestos sustituyo la senal discriminativa de la ANF. EIl ANOVA de medidas
repetidas de una via revelo diferencias significativas para las dosis bajas del
agonista 8-OH-DPAT; 0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg, (F [4,36]= 5.039, p<0.05), al igual
que las dosis altas del 8-OH-DPAT; 0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg, (F [4,36)]= 6.064,
p<0.05). En el caso del antagonista WAY100135, el ANOVA de medidas
repetidas de una via también mostro diferencias significativas, (F [4,36]= 8.632,
p<0.05). El analisis post-hoc con la prueba Tukey revelaron que la preferencia por
la sacarina en todas las dosis del agonista 8-OH-DPAT y el antagonista
WAY 100135 fue significativamente diferente a la observada con la dosis de
entrenamiento de ANF (Figura 10, panel superior).

Consumo de liquidos en las pruebas de generalizacion: Como se describio
en el método general, en todas las pruebas de generalizacién se midié el consumo
total de liquidos para evaluar si la administracion de los farmacos producia
adipsia, o algun otro efecto que pudiera enmascarar los resultados de la
investigaciéon. Un ANOVA simple mostré que el consumo de liquidos no se afecto
por la administracion de ANF, (F [4,45]= 0.876, p=.486), 8-OH-DPAT (dosis bajas:
0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg), (F [4,45]= 1.269, p=.296), 8-OH-DPAT (dosis altas: 0.1,
0.3y 1.0 mg/kg), (F [4,45]= 0.977, p=.430) y WAY100135, (F [4,45]= 0.420,

p=.794) (Figura 10, panel inferior).
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Pruebas de generalizacién con ANF y ligandos a receptores 5-HTa
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1.0 - (Dosis Bajas) (Dosis Altas)
— * * *
0 ¥ *
¥ ¢ ) * I T H\+
0§
@ § 0.5 1
§o
i . . . .
0.0 = Rl T = T
30

207o+ e, e T BT S I S

Consumo total
de liquidos (ml)

0 -k \ — 1 \ — T \ \ = \ \
AS 01 03 1.0 AS 0003 001 003 AS 01 03 10 AS 01 03 1.0

Dosis mg/kg

Figura 10. Resultados de las pruebas de substitucién con diferentes farmacos y dosis. Los circulos
representan la preferencia por la sacarina (+error estandar de la media), donde 0.0 indica una
fuerte aversion a la sacarina y 1.0 indica una preferencia por la sacarina. Los asteriscos indican
diferencias significativas, (Tukey, p<0.05) con la dosis de entrenamiento de ANF. La grafica del

panel inferior indica el consumo total de liquidos.
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Pruebas de combinacion: Se evaluaron diferentes dosis altas de 8-OH-
DPAT (0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg) mas una dosis fija de ANF de 1.0 mg/kg,
encontrandose que no hubo diferencias significativas con respecto a la prueba con
ANF, (F [3,27]= 1.441, p>0.05). Sin embargo, en las pruebas de combinacion
donde se evaluo el efecto de las dosis bajas del agonista 5-HT 14 8-OH-DPAT
(0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg) mas una dosis fija de ANF (1.0 mg/kg), se encontré que
la administracién 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg) mas una dosis de ANF (1.0 mg)
decremento la sefal discriminativa de la ANF; la prueba Tukey para
comparaciones posteriores revel6 diferencias significativas, (F [3,27]= 5.938,
p<0.05) comparado con la prueba de ANF. Finalmente, se evaluo el efecto de la
administracion de diferentes dosis del antagonista WAY100135 (0.1, 0.3y 1.0
mg/kg) mas una dosis fija del agonista 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg) mas una dosis
fila de ANF (1.0 mg/kg), observandose que la dosis mas alta del WAY100135 (1.0
mg/kg) previno el efecto de la administracion conjunta del 8-OH-DPAT (0.03
mg/kg) mas una dosis fija de ANF. Ademas, se encontraron diferencias
significativas (F [3,27]= 11.074, p<0.05), con la dosis mas baja del antagonista
WAY100135 (0.1 mg/kg) mas la dosis fija del agonista 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg)
mas la dosis fija de ANF (1.0 mg/kg), comparado con la prueba de ANF (1.0
mg/kg) (Figura 11).
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Pruebas de combinacién con diferentes dosis del agonista 8-OH-DPAT mas una

dosis fija de ANF
8-OH-DPAT+ANF 8-OH-DPAT+ANF WAY 100135+8-OH-DPAT+ANF
(Dosis Altas) (Dosis Bajas) (Dosis Bajas)
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*5 *
Qo ® *
© .E
.g a
o § 0.5
(0]
“q:) ©
o
0.0 —
WAY 100135 - - - - - - - 0.1 0.3 1.0
8-OH-DPAT - 01 03 10 - 0003 001 0.03 - 003 003 003
ANF 1.0 10 10 1.0 10 10 1.0 1.0 1.0 1.0 1.0 10
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Figura 11. Resultados de las pruebas de combinacion con diferentes farmacos y dosis. Se muestra
la preferencia por la sacarina (+error estandar de la media), donde 0.0 indica una fuerte aversion a
la sacarina y el 1.0 indica una preferencia por la sacarina. Los asteriscos indican diferencias

significativas ANOVA de medidas repetidas, (p<0.05) con la dosis de entrenamiento de la ANF.
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Discusion y Conclusion

Los resultados anteriores mostraron que los animales aprendieron la
discriminacion ANF-salina en pocos ensayos. Estos datos son consistentes con
estudios donde la ANF se utiliza como farmaco de entrenamiento en experimentos
de discriminacion de drogas utilizando el CAS (Miranda, Jiménez, Cedillo,
Sandoval-Sanchez, Millan-Mejia, Sanchez-Castillo & Velazquez-Martinez, 2009;
Miranda, Sandoval-Sanchez, Cedillo, Jiménez, Millan-Mejia, & Velazquez-
Martinez, 2007).

Después de la adquisicion de la discriminacion ANF-salina, se procedio a
realizar las pruebas de generalizacidon. De acuerdo a diversos investigadores
(Glennon, 1986; Schreiber, Brocco, Lefébvre de Ladonchamps, Monneyron &
Millan, 1995) cuando un farmaco de prueba produce el 80% o mas de respuestas
correctas, se dice que substituye totalmente al farmaco de entrenamiento. Si el
farmaco de prueba produce menos del 80% pero igual o mas del 40% de
respuestas correctas, se dice que produce una substitucion parcial. Finalmente, si
el farmaco produce menos del 40% de respuestas correctas, se dice que no hay
substitucién. Con base en estos criterios, los resultados de este experimento
mostraron que la ANF produjo una generalizacién dependiente de la dosis, con
una dosis intermedia de 0.3 mg/kg que ocasiond una substitucion parcial,
mientras que la dosis de 1.0 mg/kg provocé una substitucidn total de la ANF. Ni las
dosis altas ni bajas del agonista 8-OH-DPAT ni el antagonista WAY100135

sustituyeron la senal discriminativa de la ANF.

Los resultados obtenidos durante las pruebas de combinacion mostraron
que la administracién de dosis bajas de 8-OH-DPAT (0.003, 0.01 y 0.03 mg/kg) en
combinacion con ANF (1.0 mg/kg), disminuyo la sefal discriminativa de la ANF de
forma dependiente de la dosis. Ademas, la administracion del antagonista
WAY100635 previno este efecto, estos datos son consistentes con estudios

anteriores donde reportaron que las dosis bajas de 8-OH-DPAT reducen los
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comportamientos relacionados con la cocaina (Carey, et al., 2005). Asimismo, se
ha reportado una disminucién en la autoadministracién de cocaina posterior al
pretratamiento con el agonista 8-OH-DPAT (Peltier & Schenk, 1993). En otro
estudio se encontrd que los ratones que se autoadministraban cocaina,

mostraron un efecto inhibitorio tras la administracién del agonista 8-OH-DPAT (0.3

mg/kg) en un programa de razon progresiva (Parsons, Weiss & Koob, 1998)

Se ha reportado que la administracion del agonista 8-OH-DPAT con dosis
que estimulan a los autorreceptores somatodendriticos, bloquea las propiedades
discriminativas de la metanfetamina (Sasaki, Tatham & Barrett, 1995), reduce la
expresion de la sensibilizacion locomotora inducida por ANF (Przegalifiski,
Siwanowicz, Baran & Filip, 2000) e inhibe la hiperactividad inducida por cocaina
(Przegalinski & Filip, 1997). Los hallazgos de estos experimentos podrian

atribuirse a la activacion de los receptores 5-HT 14 somatodendriticos.

En contraste, en un estudio de discriminacién de drogas los resultados
mostraron que el 8-OH-DPAT (0.01-0.5mg/kg) no provocé generalizacion ni
antagonizé los efectos de las propiedades discriminativas de la ANF (Young,
Bondareva, Wesolowska & Glennon, 2006). Estos resultados son consistentes con
estudios donde la administracion de 8-OH-DPAT (0.125-1.6 mg/kg), buspirona
(2.0-16 mg/kg) o gepirona (2.5-10.0 mg/kg) no sustituyeron la sefal discriminativa
de la cocaina en ratas (Callahan & Cunningham, 1995,1997; Przegalinski & Filip,
1997; Rapoza, 1993). Asimismo, se ha reportado que la administracion de 0.1
mg/kg del agonista 8-OH-DPAT incrementa la actividad locomotora (Dourish,
Hutson & Curzon, 1985a, 1985b; Jackson, Wallsten, Jerning, Hu & Deveney, 1998;
Lucki, Ward & Frazer, 1989; Muller et al., 2007; Tricklebank, Middlemiss & Neill,
1986). Estos resultados podrian deberse a las dosis utilizadas y la posible

activacion de los receptores postsinapticos.

A pesar de que los resultados del Experimento 1 de la presente tesis

apoyan la hipotesis de que los receptores 5-HT 44 juegan un papel importante en la
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senal discriminativa de la ANF, existe investigacién neuroquimica que muestra que
la activacién de los receptores 5-HT 14 puede modular la liberacién de dopamina en
la regidn terminal del sistema mesolimbico (NAcc). Sin embargo, esto depende de
si ambos receptores postsinapticos y somatodendriticos son estimulados o el
estimulo se produce soélo en la region somatodendritica (Haleem, 2013). En este
sentido, es importante establecer una relacion entre los resultados obtenidos en el
experimento 1y la liberacion de dopamina en el NAcc posterior a la activacion

farmacoldgica de los receptores 5-HTqa.
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EXPERIMENTO 2
Determinacion de las concentraciones de DA en el Shell (caparazon o cubierta)

del Nacc, posterior a la administracion del agonista 5-HT14 8-OH-DPAT

En el Experimento 1 se demostré que la administracion sistémica de una
dosis baja del agonista a receptores 5-HT 4, 8-OH-DPAT, disminuye la sefial
discriminativa de la ANF. Como se menciond, los efectos observados son
compatibles con la hipotesis de que las dosis bajas de agonistas 5-HT 4 activan
preferencialmente a los autorreceptores somatodendriticos de las neuronas
serotoninérgicas del rafe y como consecuencia se produce una disminucion de la
dopamina mesolimbica (esencial en los efectos conductuales de los
psicoestimulantes). El experimento 2 fue disefiado para establecer una relacion
entre los efectos observados en el experimento 1 y los cambios en las
concentraciones de DA en el NAcc, para lo cual se evaluo el efecto de la
administracién sistémica de una dosis baja o alta del agonista 8-OH-DPAT (0.03 y
1.0 mg/kg) y del antagonista WAY100135 (1.0 mg/kg) sobre las concentraciones
de DA extracelulares en el Shell del NAcc por medio de la microdialisis cerebral.
Esta técnica permite estimar con precision la concentracion de neurotransmisores
y sus metabolitos para estudiar los cambios inducidos en ellos después de
administrar un farmaco, el cual puede administrarse a través de la sonda de
dialisis o por via sistémica, encontrandose el animal vivo, consciente y en libre

movimiento.

Método

Sujetos, aparatos y materiales

e Los sefalados en el método general.

Farmacos: Se utilizaron 8-OH-DPAT y WAY100135. Los farmacos fueron

disueltos en solucién salina, de acuerdo a lo planteado en el método general.
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Procedimiento: Se administraron via intraperitoneal diversos tratamientos a los

grupos especificados en la Tabla 2: con solucion salina, 8-OH-DPAT (dosis baja:
0.03 mg/kg o dosis alta: 1.0 mg/kg), WAY 100135 (1.0 mg/kg) o la administracion
del agonista 8-OH-DPAT (dosis baja: 0.03 mg/kg o dosis alta: 1.0 mg/kg) + el
antagonista WAY100135 (1.0 mg/kg). Previo a la administracion intraperitoneal
correspondiente (solucion salina, 8-OH-DPAT, 8-OH-DPAT + WAY 100625 o WAY

100635) de acuerdo a lo planteado en el método general.

Tabla 2

Disefio Experimental Microdialisis

Nombre de los grupos

Tratamiento mediante administraciones Cuantificacién
sistémicas

SAL

8-OH-DPATO.3
8-OH-DPAT1

WAY1
WAY1+8-OH-DPAT.03
WAY1+8-OH-DPAT.01

Salina+Salina

8-OH-DPAT (0.03) Concentracién de DA enel
8-OH-DPAT (1.0) Nacc
WAY100135 (1.0)

WAY100135 (1.0)+8-OH-DPAT (0.03)

WAY100135 (1.0)+8-OH-DPAT(1.0)

Las dosis entre paréntesis se expresan en mg/kg; i.p. (para todos los grupos n=5)
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Resultados

El curso temporal de los cambios en la concentracion basal de DA en el
shell del NAcc producidos por la activacion de los receptores 5-HTa se muestra
en la Figura 12 y se expresan en términos de porcentaje de cambio. El analisis de
los resultados indicd que no hay diferencias significativas en los niveles basales de
DA en el shell del NAcc entre los distintos grupos, (F [8, 192]= 1.79, p>0.05). Por
otro lado, un ANOVA de medidas repetidas de dos factores revelé que después de
los tratamientos farmacolégicos, las concentraciones de DA cambiaron
significativamente entre los distintos grupos, (F [5,192]= 36.11 p<0.0001), ademas
de que se detectd una interaccion significativa tratamiento x tiempo (F [40,192]=
4.39, p<0.0001). El analisis post hoc de Tukey mostr6 una disminucion
significativa de los niveles de DA, desde el minuto 15 y hasta el minuto 45
(p<0.01) en el shell del NAcc en respuesta a la dosis baja de 8-OH-DPAT (0.03
mg/kg). Sin embargo, la dosis alta de 8-OH-DAPT (1.0 mg/kg), no produjo un
cambio estadisticamente significativo. La administracion del antagonista
WAY100135 (1.0 mg/kg) previno los efectos observados del 8-OH-DPAT con la
dosis baja, manteniendo las concentraciones de DA similares al grupo salina. Por
otra parte, la administracion del antagonista WAY100135 (1.0 mg/kg) per se no
produjo cambios estadisticamente significativos en las concentraciones de DA.
Para el analisis de datos unicamente se tomaron en cuenta las canulas que se

encontraban localizadas en el shell del NAcc (Figura 13).
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Determinacién de las concentraciones de DA en el Shell del NAcc posterior a la

administracion del agonista 8-OH-DPAT

NAcc

-& Salina+Salina
-@- 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg)
-V~ 8-OH-DPAT (1.0 mg/kg)
-9~ WAY100135 (1.0 mg/kg)
L+ WAY100135+8-OH-DPAT(0.03mg/kg)
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Figura 12. Efecto de la administracién intraperitoneal del agonista 8-OH-DPAT vy el antagonista
WAY 100135 sobre las concentraciones extracelulares de DA en el shell del NAcc. Datos
expresados en términos de porcentaje de cambio de la concentracion basal de DA (+ error
estandar de la media). La flecha punteada indica la administracion i.p. de solucién salina o
WAY100135 previo a una segunda administracion de solucion salina 6 de 8-OH-DPAT. La flecha
continua indica la administracion de solucion salina, 8-OH-DAPT 6 WAY 100135 segun el grupo

correspondiente. **p<0.01 vs grupo Salina + Salina; *** p<0.001 vs grupo Salina + Salina.
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Salina-Salina
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Figura 13. Diagramas de secciones coronales segun el atlas de Paxinos y Watson (2007) de ratas

canuladas en el shell del Nacc. Las barras en negro representan la ubicacion de las canulas de

microdialisis en el shell del NAcc correspondientes a los animales que fueron incluidos en el

analisis estadistico para todos los experimentos.
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Discusién y Conclusion

Los resultados de este experimento sustentan la idea de que la activacion
de los receptores 5-HTa presinapticos de las neuronas serotoninérgicas del
nucleo del rafe modulan la actividad dopaminérgica del NAcc, esta modulacién
podria deberse en primer lugar a que la disminucion de la actividad
serotoninérgica via receptores 5-HT 4 tiene un efecto sobre la actividad de los
receptores 5-HT g localizados en las terminales de las interneuronas GABAérgicas
del ATV, incrementado las concentraciones de GABA en dicha regién. De ser
cierto este posible mecanismo, podria ayudar a explicar el resultado de la

disminucién de la concentracion extracelular de DA en el shell del NAcc.

Estos resultados son compatibles con estudios previos donde la inhibicion
directa de neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafe con la microinyeccion de
8-OH-DPAT (1.0 y 2.0 pg) produjo una disminucion del 25% de DA en el NAcc
(Yoshimoto & McBride, 1992), en otros estudios con microdialisis, la
administracién sistémica de 8-OH-DPAT (25, 50 y 100 mg/kg s.c.) previa a la
administracién de ANF (1.0 mg/kg s.c.) inhibi6 el incremento de DA extracelular en
el NAcc, y este efecto fue prevenido por la administracion del antagonista
WAY100635 (Ichikawa, Kuroki, Kitchen & Meltzer, 1995; Ichikawa & Meltzer,
2000), mientras que una dosis alta de R(+)-8-OH-DPAT no afecto las

concentraciones basales de DA en el NAcc (Ichikawa & Meltzer,1999).

Por esta razén, es importante realizar un experimento adicional que permita
medir los cambios en las concentraciones de GABA en el ATV posterior a la
activacién de los receptores 5-HT 44 y de esta forma sustentar la hipotesis

planteada.
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EXPERIMENTO 3
Determinacion de las concentraciones de GABA en el ATV, posterior a la
administracion del agonista 5-HT14, 8-OH-DPAT

En el Experimento 2 se mostré que la administracion de una dosis baja de
8-OH-DPAT disminuyd las concentraciones de DA en el shell del NAcc, estos
resultados son compatibles con la idea de que la activacion de los autorreceptores
somatodendriticos 5-HT+a del nucleo del rafe, disminuyen la actividad
serotoninérgica y producen un decremento en la funcién de los receptores 5-HT g
(localizados en las terminales de las interneuronas GABAérgicas del ATV),
disminuyendo la inhibicidén serotoninérgica de la liberacion de GABA en el ATV
mediada por receptores 5-HT g presinapticos, incrementando asi la concentracion
de GABA en el ATV. De ser esto cierto, se podria explicar la hiperpolarizacion de
neuronas dopaminérgicas de este nucleo y la consecuente disminucion de DA en
el shell del NAcc. De tal forma, el presente experimento se disefié para determinar
si la activacion sistémica de los receptores 5-HT 14 produce incremento de la
concentracion de GABA en el ATV. Asi, se evalué el efecto de las
administraciones sistémicas del agonista 8-OH-DPAT (0.03 y 1.0 mg/kg) y/o el
antagonista WAY 100135 (1.0 mg/kg), sobre los contenidos extracelulares de
GABA en el ATV a través de los dializados colectados mediante la técnica de

microdialisis.

Método

Sujetos, aparatos y materiales

e Los senalados en el método general.

Farmacos: Se utilizaron 8-OH-DPAT y WAY100135. Los farmacos fueron

disueltos en solucién salina, de acuerdo a lo planteado en el método general.
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Procedimiento: En otro grupo de animales, se administro (i.p) solucion salina, 8-
OH-DPAT (dosis baja: 0.03 mg/kg o dosis alta: 1.0 mg/kg), WAY100135 (1.0
mg/kg) o la administracion del agonista 8-OH-DPAT (dosis baja: 0.03 mg/kg o
dosis alta: 1.0 mg/kg) + el antagonista WAY100135 (1.0 mg/kg), tal como se
especifica en la Tabla 3. Previo a la administracion intraperitoneal correspondiente
(soluciodn salina, 8-OH-DPAT, 8-OH-DPAT + WAY 100625 6 WAY 100635), se
permitié la estabilizacidn de los niveles de GABA en el ATV (durante 2 horas
después de la insercidon de la canula de microdialisis) y, posteriormente, se calculd
la concentracion basal de GABA, promediando el contenido de tres dializados
consecutivos. Después de la administracion intraperitoneal, se colectaron seis
muestras mas de dializado, se calcularon las concentraciones de GABA de éstas
muestras y fueron comparadas con la concentracion basal (promedio de las tres
muestras previas a las inyecciones intraperitoneales), los datos se expresan en
términos de porcentaje de cambio, respecto a la concentracion basal de GABA,

que constituyé el 100%.

Tabla 3

Disefio Experimental Microdialisis

Nombre de los grupos Tratamiento mediante administraciones Cuantificacion
sistémicas

SAL Salina+Salina

8-OH-DPATO0.3 8-OH-DPAT (0.03) Concentracion de GABA

8-OH-DPAT1 8-OH-DPAT (1.0) enel ATV

WAY1 WAY100135 (1.0)

WAY1+8-OH-DPAT.03 WAY100135 (1.0)+8-OH-DPAT (0.03)

WAY1+8-OH-DPAT.01 WAY100135 (1.0)+8-OH-DPAT(1.0)

Las dosis administradas estan expresadas en mg/kg, i.p. (para todos los grupos n=5)
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Resultados

El analisis de resultados indicé que no hubo diferencias significativas en los
niveles basales de GABA del ATV entre los distintos grupos, (F [8, 192]= 6.78,
p>0.05). Por otro lado, un ANOVA de medidas repetidas de dos factores reveld
que despueés de los tratamientos farmacolégicos, las concentraciones de GABA
cambiaron significativamente entre los distintos grupos, (F [5,192]= 13.16, p<0.05),
ademas de que se detectd una interaccién tratamiento y tiempo significativa (F
(40,192]= 8.51, p<0.05). El analisis post hoc de Tukey mostré un aumento
significativo de los niveles de GABA en el ATV, a partir del minuto 0
permaneciendo hasta el minuto 45 (p<0.05) cuando se administro la dosis baja de
8-OH-DPAT (0.03 mg/kg), en comparaciéon con el grupo salina, no asi cuando se
administré la dosis alta de 8-OH-DAPT (1.0 mg/kg). La administracion del
antagonista WAY 100135 (1.0 mg/kg) bloqueo el efecto de la administracion de la
dosis baja de 8-OH-DPAT, manteniendo las concentraciones de GABA similares al
grupo salina. Por su parte, la administracion del antagonista WAY 100135 (1.0
mg/kg) per se no produjo cambios estadisticamente significativos en las
concentraciones de GABA (Figura 14). Para el analisis de los datos unicamente se

tomaron en cuenta las canulas que se encontraban en el ATV (Figura 15).
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Determinacién de las concentraciones de GABA en el ATV, posterior a la
administracion del agonista 5-HT14, 8-OH-DPAT

ATV

; i k&
v

Salina+salina

8-0H-DPAT (0.03 ma/ka)

8-0OH-DPAT (1.0 mo/'kg)

WAY 100135 (1.0 ma/ka)

WAY 1001 35+8-0H-DPAT(0.03ma/ka)
WAY 100135+8-0H-DPAT(1. 0ma/kag)

250 -

=R R

GABA (% de camblo)

45 30 15 0 15 30 45 60 75
Tiempo (minutos)

Figura 14. Efectos de la administracion intraperitoneal del agonista 8-OH-DPAT y el antagonista
WAY 100135 sobre los niveles de GABA en el ATV. En la figura se muestran los niveles de GABA
( error estandar de la media) expresados como el porcentaje de cambio respecto a la
concentracion basal de GABA. Los asteriscos indican diferencias significas con respecto al grupo
Salina + Salina (*p<0.05). La flecha punteada indica la administracién i.p. de solucién salina o
WAY100135 previo a una segunda administracion de solucién salina 6 de 8-OH-DPAT. La flecha
continua indica la administracion de solucién salina, 8-OH-DPAT o WAY 100135 segun el grupo

correspondiente.
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Salina-Salina 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg)
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Figura 15. Diagramas de secciones coronales segun el atlas de Paxinos y Watson (2007) de ratas
canuladas en el ATV. Las barras en negro representan la ubicacién de las canulas de microdialisis
en el ATV correspondientes a los animales que fueron incluidos en el analisis estadistico para
todos los experimentos.
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Discusién y Conclusion

Los resultados obtenidos en este experimento demostraron que la
administracién sistémica de la dosis baja de 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg) aumenta las
concentraciones de GABA en el ATV y la administracion previa del antagonista
WAY100135 es capaz de prevenir este efecto, estos datos sugieren que la
activacién de los receptores 5-HT 4 disminuyen la actividad serotoninérgica,
disminuyendo en consecuencia la activacion de los receptores 5-HT15, lo que
produce desinhibicion de las interneuronas GABAérgicas del ATV, lo que
incrementa las concentraciones de GABA en dicha region. Lo anterior podria
ayudar a explicar la disminucién de la concentracion extracelular de DA en el shell
del NAcc observada en el Experimento 2. Por otra parte, la administracion de una
dosis alta del agonista 8-OH-DPAT no mostré tener algun efecto sobre las
concentraciones de GABA en el ATV, sugiriendo que éste efecto es mediado por

los receptores 5-HT 14 presinapticos.

La evidencia sugiere que los receptores 5-HT4g se localizan con una
densidad moderada en el ATV, en gran proporcion estan localizados como
heterorreceptores en las terminales presinapticas de las interneuronas
GABAérgicas que hacen sinapsis con neuronas dopaminérgicas (Bruinvels et al.,
1994). La activacion de heterorreceptores 5-HT1g en el ATV reduce la liberacion
de GABA en las neuronas dopaminérgicas en ATV resultantes en su desinhibicién,
y por consiguiente, el aumento de la liberacion de DA en NAcc (Guan & McBride,
1989). En apoyo a esta sugerencia, se ha reportado que la administracion de
agonistas 5-HT g, CP93129 0 RU24969 inhibe la liberacion de GABA del ATV y
este efecto es prevenido por el pretratamiento con el antagonista SB216641 (Yan
& Yan, 2001b). También, se ha demostrado que la administracion intra-ATV de
CP93129 incrementa los niveles de DA del NAcc inducidos por cocaina (O’Dell &
Parsons, 2004). Adicionalmente, en estudios de comportamiento la administracion
sistémica del agonista selectivo a receptores 5-HT g, CP94253 no sustituyo la

senal discriminativa de la ANF, sin embargo, la administracion combinada de
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CP94253 mas una dosis de 0.3 mg/kg de ANF aumenté la sefal discriminativa de
ANF vy este efecto fue bloqueado por la administracion sistémica del agonista
GR127935 (Miranda et al., 2007).

Estos datos en conjunto sugieren que los receptores 5-HT 4 controlan la
liberacion de serotonina y como consecuencia la actividad de los receptores 5-
HT1g del ATV, lo que explica claramente los efectos sobre la liberacion de DA del
NAcc.
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EXPERIMENTO 4
Evaluacion de la activacion de los receptores 5-HT14 y el bloqueo de los

receptores GABAAx en la sefial discriminativa de la ANF

Los resultados del Experimento 1 mostraron que una dosis baja (0.03
mg/kg) del agonista a receptores 5-HT 14, 8-OH-DPAT, atenuo las propiedades
discriminativas de la ANF. Estos datos son consistentes con los resultados
obtenidos en el Experimento 2 en el cual se demostré que la administracion
sistémica de una dosis baja de 8-OH-DPAT disminuy6 las concentraciones de DA
en el shell del NAcc, este efecto puede ser explicado a partir de los resultados
obtenidos en el Experimento 3 donde se comprobd que la administracién de una
dosis baja de 8-OH-DPAT aumento las concentraciones de GABA en el ATV lo

que explicaria la disminucién en las concentraciones de DA en el shell del NAcc.

El efecto principal del Experimento 1, podria deberse a varias causas. En
primer lugar, el control de la actividad de las neuronas dopaminérgicas del ATV
esta regulado por las interneuronas GABAérgicas del ATV a través de los
receptores GABA\ localizados en los cuerpos celulares de las neuronas
dopaminérgicas del ATV (Creed, Ntamati & Tan, 2014). Segundo, las neuronas
serotoninérgicas provenientes del nucleo del rafe proyectan al sistema de la
recompensa (ATV y NAcc), modulando la actividad del sistema mesolimbico de la
DA por medio de la activacion de varios receptores, entre ellos los receptores 5-
HT g, localizados en las terminales presinapticas de las interneuronas
GABAérgicas del ATV (Bruinvels et al., 1994). La activacion de estos ultimos
produce un efecto inhibitorio sobre la liberacion de GABA, desinhibiendo a las
neuronas dopaminérgicas del ATV (Yan, Zheng, Feng & Yan, 2005). En este
sentido, la administracion del agonista 8-OH-DPAT, que activa los receptores
somatodendriticos del nucleo del rafe (Carey et al., 2005), disminuye la actividad
de las neuronas serotoninérgicas que proyectan hacia las interneuronas
GABAérgicas del ATV (Hervé, Pickel, Joh & Beaudet, 1987; Van Bockstaele,

Cestari & Pickel, 1994) y, como consecuencia, disminuye la actividad de los
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receptores 5-HT g localizados en las terminales presinapticas de las interneuronas
GABAérgicas (Yan, Zheng & Yan, 2004), incrementando los niveles de GABA en
ATV y disminuyendo los niveles de DA en NAcc (O’Dell Parsons, 2004; Yan &
Yan, 2001a,b). Si esta sugerencia es cierta, entonces el efecto observado en el
Experimento 1, podria prevenirse si se bloquean los receptores GABAa localizados
en el soma de las neuronas dopaminérgicas del ATV mediante la administracion
de un antagonista selectivo de los receptores GABAAa. Por lo tanto, el presente
experimento estuvo orientado a examinar los efectos producidos por la
administracién sistémica de un antagonista GABA,, la bicuculina, sobre los efectos
del 8-OH-DPAT en las propiedades discriminativas de la ANF, utilizando el CAS

como procedimiento de discriminacion de drogas.

Método

Sujetos, aparatos y materiales

e Los sefalados en el método general.

Farmacos: Se utilizaron sulfato d-anfetamina, clorhidrato de muscimol y bicuculina.

Todos los farmacos fueron disueltos segun se describié en el método general.

Procedimiento: Se entrend a un grupo de ratas (n=10) a discriminar ANF de salina,
la administracién de ANF fue seguida de los apareamientos sacarina-LiCl,
mientras que la administracion de salina precedié a los apareamientos de
sacarina-salina. Después se llevaron a cabo las pruebas de generalizacion y
combinacion como se describié en el método general de discriminacion de drogas
(Tabla 4).
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Tabla 4

Disefio Experimental de Discriminacion de Drogas

ENSAYO PROCEDIMIENTO PRUEBAS DE SUBSTITUCION Y COMBINACION
COMPUESTOS PRUEBA DE ELECCION

DROGA ANF-Sacarina-LiCl ANF (0.1, 0.3y 1.0) Agua-Sacarina

SALINA Salina-Sacarina-Salina Muscimol (0.1, 0.3, 1.0y 1.5) Agua-Sacarina
Bicuculina (0.5, 1.0y 3.0) Agua-Sacarina
Muscimol (0.1, 0.03 y 1.0)+ANF (1.0) Agua-Sacarina
Bicuculina (3.0)+8-OH-DPAT (0.03)+ANF Agua-Sacarina

Las dosis entre paréntesis se expresan en mg/kg; i.p. (n=10).

Resultados

Adquisicion de la discriminacion ANF-salina: La porcidn superior de la
Figura 16 muestra el consumo de sacarina durante los ensayos droga y salina. El
consumo de sacarina durante la linea base, el primer ensayo droga y el primer
ensayo salina fue muy similar, (F [2,27]= 0.494, p>0.05). Durante los ensayos en
que se administré la ANF seguida por los apareamientos SAC-LiCl se produjo una
reduccion del consumo de sacarina. EI ANOVA factorial de medidas repetidas
mostro diferencias significativas al comparar el consumo de la sacarina en los
ultimos tres ensayos droga con el consumo de los tres ultimos ensayos salina, (F
[1,9]= 196.216, p<0.05). Estas diferencias se debieron al efecto de la condicion
(ensayo droga y ensayo salina), ya que el numero de ensayo no influyé en el
consumo de la sacarina, (F [2,18]= 0.174, p>0.05), y no hubo interaccién entre los
factores numero de ensayo y tipo de ensayo (ensayo-droga/ensayo-salina) (F
([2,18]= 0.884, p>0.05).
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Adquisicion de la discriminacion ANF- Salina
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Figura 16. Adquisicion de la discriminacion ANF-Salina utilizando el CAS como procedimiento de

discriminacion de drogas. Los circulos indican el promedio del consumo de sacarina (+error

estandar de la media). LB=linea base. Los asteriscos indican diferencias significativas con los

ensayos salina (p<0.05, Tukey).
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Pruebas de generalizacion con ANF: Con el objetivo de determinar si el
control discriminativo de la ANF esta en funcion de la dosis de entrenamiento, este
experimento evaluo el control discriminativo de diferentes dosis de ANF en
pruebas de generalizaciéon (Figura 17). Los resultados de las pruebas de
generalizacion con diferentes dosis de ANF, muestran que la dosis mas alta de
ANF (1.0 mg/kg) produce una sefal discriminativa similar a la producida durante la
prueba de generalizacion con la dosis de entrenamiento de la ANF (1.0 mg/kg). El
ANOVA de medidas repetidas simple revel6 un efecto significativo en la condicion
de tratamiento, la prueba post hoc Tukey revelé diferencias significativas entre el
tratamiento con solucién salina, las dosis de 0.1 y 0.3 mg/kg de ANF comparado
con la dosis de entrenamiento de ANF, (F [4,45]= 21.214, p<0.05).

Pruebas de generalizacidén con ligandos a receptores GABAa: Se evaluaron
diferentes dosis del agonista a receptores GABAA muscimol (0.1, 0.03, 1.0y 1.5
mg/kg) y del antagonista bicuculina (0.5, 1.0 y 3.0 mg/kg). Los resultados de estas
pruebas mostraron que ninguno de estos compuestos sustituyo la seial
discriminativa de la ANF. Un ANOVA de medidas repetidas de una via revel6
diferencias significativas para el muscimol (F [5,54]= 103.610, p<0.05) y para la
bicuculina (F [4,45]= 38.539, p<0.05). Las pruebas posteriores de Tukey revelaron
que la preferencia por la sacarina en todas las dosis de muscimol y bicuculina fue
significativamente diferente a la observada con la dosis de entrenamiento de ANF
(Figura 17).

Consumo de liquidos en las pruebas de generalizacién: Como se describid
en el método general en todas las pruebas de generalizacion se midioé el consumo
total de liquidos, para evaluar si la administracion de los farmacos producia
adipsia, o algun otro efecto que pudiera enmascarar los resultados de la
investigacion. Un ANOVA simple mostré que el consumo de liquidos no se afecto
por la administracion de ANF, (F [4,45]= 2.853, p>=0.05) 6 bicuculina, (F [4,45]=
0.980, p>0.05), sin embargo, en el caso del muscimol el ANOVA simple mostro
diferencias significativas y la prueba post hoc revel que la dosis mas alta (1.5
mg/kg) afectd el consumo de liquidos, por lo tanto no se consider6 para pruebas

posteriores (F ([5,54])= 37.820, p<0.05) (Figura 17, panel inferior).
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Pruebas de generalizacién con ANF y ligandos a receptores GABAA
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Figura 17. Resultados de las pruebas de substitucién con diferentes dosis de ANF (0.1, 0.3y 1.0
mg/kg), muscimol (0.1, 0.3, 1.0 y 1.5 mg/kg) y bicuculina (0.5, 1.0 y 3.0 mg/kg). Se muestra la
preferencia por la sacarina (0.0 indica una fuerte aversion a la sacarina y el 1.0 indica una
preferencia por la sacarina). Los asteriscos indican diferencias significativas, (Prueba Tukey
p<0.05) con la dosis de entrenamiento de ANF. La grafica del panel inferior indica el consumo total

de liquidos.
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Pruebas de combinacién con ligandos a receptores GABAA mas una dosis
fija de ANF: En las pruebas de combinacién donde se evaluaron diferentes dosis
del agonista a receptores GABAx muscimol (0.1, 0.3 y 1.0 mg/kg), en combinacion
con una dosis fija de ANF (1.0 mg/kg), no se encontraron diferencias significativas

en la preferencia por la sacarina (F [3,39]= 0.153, p>0.05) (Figura 18).

1.0 q

0.5 -

Preferencia por la sacarina

0.0 -

Muscimol 0.0 0.1 0.3 1.0
ANF 1.0 1.0 1.0 1.0

Dosis mg/kg

Figura 18. Preferencia por la sacarina durante las pruebas de combinacién con ligandos a
receptores GABA, mas ANF, en ratas entrenadas a discriminar ANF (1.0mg/kg) de salina, las

barras representan el promedio de las 10 ratas + el error estandar de la media.
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Pruebas de combinacion de ligandos a GABAA Y 5-HT14 mas una dosis de
ANF: Los resultados de las pruebas de combinacion se muestran en la Figura 19.
Se evalué la administracion del antagonista a receptores GABA bicuculina (3.0
mg/kg) mas el agonista a receptores 5-HT 14 8-OH-DPAT (0.3 mg/kg) mas una
dosis fija de ANF (1.0 mg/kg), el ANOVA de medidas repetidas de una via reveld
diferencias significativas (F [2,29]= 12.173, p<0.05); la prueba post-hoc Tukey
revelo diferencias significativas entre la administracion del agonista a receptores 5-
HT1a 8-OH-DPAT (0.3 mg/kg) mas una dosis fija de ANF (1.0 mg/kg), respecto a la
dosis de entrenamiento de ANF.
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Figura 19. Resultados de las pruebas de combinacién con una dosis de bicuculina (3.0 mg/kg) mas
una dosis de 8-OH-DPAT maés una dosis fija de ANF. Las barras indican la media + el error
estandar de la media, de 10 ratas. Se muestra la preferencia por la sacarina (0.0 indica una fuerte
aversioén a la sacarina y el 1.0 indica una preferencia por la sacarina). El asterisco indica

diferencias significativas (Tukey, p<0.05) con la dosis de entrenamiento de la ANF.
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Discusién y Conclusion

El objetivo de este experimento fue evaluar el efecto del bloqueo de los
receptores GABAA y la activacion de los receptores 5-HT 4 en la sefial
discriminativa de la ANF, utilizando el CAS como procedimiento de discriminacion
de drogas. Al realizar las pruebas de substitucion con diferentes dosis de ANF se
observé una substitucion dependiente de la dosis. En el caso de las pruebas de
generalizacion, ni el agonista a receptores GABAA muscimol ni el antagonista
bicuculina, sustituyeron la senal discriminativa de la ANF. Es importante mencionar
que la dosis del agonista a receptores GABAamuscimol (1.5 mg/kg), produjo una
disminucién en el consumo de liquidos, estos resultados son consistentes con
estudios previos que reportaron que dosis altas de muscimol (3.2 mg/kg),
produjeron efectos adversos como toxicidad en monos entrenados a discriminar
ANF de cocaina (Negus, Mello & Fivel, 2000).

Por otro lado, en las pruebas de combinacion donde se administraron
diferentes dosis del agonista a receptores GABAA muscimol mas una dosis fija de
ANF, no se observé una alteracion en la sefial discriminativa de la ANF, estos
datos son consistentes con los reportados previamente donde el muscimol no
produjo un decremento en la autoadministracion de cocaina (Barret, Negus, Mello
& Caine, 2005).

Sin embargo, un aspecto muy interesante es que la administracién del
antagonista a receptores GABAabicuculina (3.0 mg/kg), previa a la activacion de
los receptores 5-HT1acon el agonista 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg) mas una dosis fija

de ANF (1.0 mg/kg), previno el efecto sobre la sefial discriminativa de la ANF.

En este sentido, existe evidencia experimental de que los receptores
GABAA se encuentran expresados en neuronas del ATV (Churchill, Dilts & Kalivas,
1992) y se ha sugerido que algunas de sus poblaciones controlan la liberacion de

DA en el ATV (Adell & Artigas, 2004). Estudios electrofisiolégicos sugieren que las
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neuronas dopaminérgicas del ATV son hiperpolarizadas por la administracion de
agonistas a GABAa (Johnson & North, 1992).

Los resultados de este experimento podrian deberse a que la
administracién del antagonista GABAA bicuculina bloquea la actividad de los
receptores GABAa del ATV, impidiendo los efectos de activacidén producidos por la
administracion de una dosis baja del agonista a receptores 5-HTa, 8-OH-DPAT,
sobre la senal discriminativa de la ANF. En conjunto, estos datos apoyan la
hipdtesis de que los receptores 5-HT1a presinapticos juegan un papel importante

en la adiccion a las drogas.
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DISCUSION GENERAL

Los experimentos que aqui se reportan formaron parte de una investigacion
disefada para evaluar el papel de los receptores 5-HT 14 en la sefal discriminativa
de la ANF. Asi, se condujeron experimentos para evaluar los efectos de la
administracion sistémica de dosis bajas y altas del agonista a receptores 5-HTa,
8-OH-DPAT sobre la sefial discriminativa de la ANF, utilizando el CAS como
procedimiento de discriminacién de drogas. Ademas, se evaluo el efecto de la
administracién sistémica de una dosis baja o alta del agonista 8-OH-DPAT vy del
antagonista WAY 100135 sobre las concentraciones extracelulares de DA en el

NAcc y GABA en el ATV, utilizando como procedimiento la microdialisis cerebral.

Los resultados de la presente investigacion indican que la administracion de
una dosis baja de 8-OH-DPAT (0.03 mg/kg), disminuyé la sefal discriminativa de
la ANF mientras que la administracion del antagonista WAY100135 previno este
efecto. Estos resultados demuestran en primer lugar, que el entrenamiento de
discriminacion de drogas con la técnica de CAS es util para proporcionar
informacion sobre las propiedades discriminativas de las drogas de abuso. Este
procedimiento tiene la ventaja de que los sujetos aprenden en pocos ensayos la
discriminacion droga-salina. Esta ventaja se ha demostrado en otras
investigaciones donde utilizaron como estimulo discriminativo; agonistas a 5-HT
(Lucki, 1988), morfina (Martin, Gans & Van der Kooy, 1990) y ANF (Herrera &
Velazquez, 1997).

En segundo lugar, la disminucion de la sefal discriminativa de la ANF
posterior a la activacion de los receptores 5-HT 4, por la administracion sistémica
de una dosis baja (0.03 mg/kg) del agonista 8-OH-DPAT, sugiere que los
receptores 5-HTa pueden estar involucrados en la modulacion de la sefal
discriminativa de la ANF. Estos resultados son consistentes con reportes previos
sobre el papel de estos receptores en conductas relacionadas con la adiccion a

drogas psicoestimulantes. Asi, se ha reportado que los efectos del tratamiento
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agudo del agonista a receptores 5-HT 14 8-OH-DPAT, con dosis que estimulan
preferencialmente a los autorreceptores, bloquea los efectos estimulantes del
aparato locomotor inducidos por la cocaina (Carey et al., 2005). Ademas, la
estimulacion de los receptores 5-HT 14 bloquea las propiedades discriminativas de
la metanfetamina (Sasaki, Tatham & Barrett, 1995) y reduce la expresién de la

sensibilizacion inducida por ANF (Przegalifiski, Siwanowicz, Baran & Filip, 2000).

Adicionalmente, se ha reportado que el agonista 8-OH-DPAT inhibe la
hiperactividad inducida por la cocaina (Przegalinski & Filip, 1997). De igual forma,
diferentes compuestos afines a receptores 5-HT 14, como la buspirona, la gepirona
y el NAN 190, demostraron modular los efectos de estimulo discriminativo de la
cocaina en pichones (Johanson & Barrett, 1993), este efecto también se ha
demostrado en monos entrenados a discriminar ANF de salina en un paradigma
de discriminacion de dos palancas, en donde el orden de eficacia para la
atenuacion de la sefial discriminativa fue: 8-OH-DPAT, buspirona y gepirona,

similar a sus afinidades de unién a receptores 5-HT1a (Nader & Woolverton, 1994).

Ademas, se ha reportado que la estimulacion de los receptores 5-HT 14 es
capaz de modular la hiperactividad inducida por cocaina a través del circuito
dopaminérgico del mesoaccumbens, el cual regula los efectos conductuales de la
cocaina (De la Garza & Cunningham, 2000). Otro estudio reporté que después de
una administracion de dosis bajas del agonista 8-OH-DPAT, disminuyeron los
umbrales de reforzamiento; este efecto se ha relacionado con los efectos

gratificantes de la estimulacion intracraneal (Anh et al., 2005).

Con base en los resultados anteriores, diversos autores sugieren que el
efecto de las dosis bajas de agonistas a receptores 5-HT 14 parece estar mediado
por los autorreceptores 5-HT 14 somatodendriticos del nucleo del rafe (Anh et al.,
2005; Fletcher, Cliffe & Dourish,1993).
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Los resultados de la presente investigacion también demostraron que
después de la administracion de una dosis alta del agonista a receptores 5-HTp,
8-OH-DPAT (0.1-1.0 mg/kg), no se alter6 la senal discriminativa de la ANF. Esto
concuerda con estudios realizados con ratas, en los que el pretratamiento con
dosis altas de agonistas a receptores 5-HT 4 no bloquedé los efectos de estimulo
discriminativo de la ANF o de la cocaina (Callahan & Cunningham, 1995;
Przegalinski & Filip, 1997; Rapoza, 1993; Walsh & Cunningham, 1997; Young et
al., 2006).

Considerando estos resultados, algunos investigadores han sugerido que
estos efectos diferenciales que producen los agonistas a receptores 5-HT 14 se
deben a una mayor sensibilidad de los autorreceptores somatodendriticos en
comparacion de los receptores postsinapticos (Yocca, Iben & Meller, 1992). De
acuerdo con lo anterior, se sabe que las dosis bajas de agonistas a receptores 5-
HT1a activan preferencialmente a los autorreceptores somatodendriticos mientras
que las dosis altas activan a los receptores 5-HT 14 postsinapticos. Ademas, se ha
demostrado que los receptores 5-HT 44, principalmente los del nucleo del rafe
anterior, pueden acoplarse a diferentes tipos de proteinas G y por lo tanto producir
un efecto diferencial al ser activados (Mannoury la Cour, Mestikawy, Hanoun,
Hamon & Lanfumey, 2006).

El mecanismo que podria explicar la disminucion de los efectos
discriminativos de la ANF después de la administracion del 8-OH-DPAT en la
presente investigacion podria ser el siguiente: debido a que el sistema de la
recompensa del cerebro recibe proyecciones serotoninérgicas del nucleo del rafe,
una disminucioén o un aumento en la liberacién de 5-HT podria modificar la
concentracion de DA en el NAcc y alterar los efectos conductuales de las drogas
de abuso. Las neuronas serotoninérgicas provenientes del nucleo del rafe inervan
el ATV y el NAcc (Broderick & Phelix, 1997). Ademas, el control de las neuronas
dopaminérgicas del ATV esta regulado por diferentes receptores, entre ellos, los

receptores 5-HT4g, que se encuentran localizados en las terminales de las
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interneuronas GABAérgicas del ATV. La estimulacién de los receptores 5-HT4g
tiene un efecto inhibitorio en la liberacion de GABA, y por lo tanto, desihiben las
neuronas dopaminérgicas del ATV (ver Figura 20). Los resultados de esta
investigacion apoyan la hipotesis de que los receptores 5-HT 4, podrian estar
involucrados en los efectos conductuales de las drogas de abuso, debido a que se
ha reportado que la administracion de dosis bajas (0.03 mg/kg) de 8-OH-DPAT
disminuye la actividad de las neuronas serotoninérgicas que proyectan a las
interneuronas GABAérgicas del ATV (Hervé et al., 1987; Van Bockstaele et al.,
1994), disminuyendo la actividad de los receptores 5-HT g de las interneuronas
GABAérgicas (Yan, Zheng, Yan, 2004) lo que tiene por consecuencia un
incremento en los niveles extracelulares de GABA en ATV y una disminucion en
los niveles de DA en NAcc (O’Dell & Parsons, 2004; Yan, Zheng, Feng &Yan,
2005; Yan, Zheng & Yan, 2004).

Los experimentos con la técnica de microdialisis que se reportan en la
presente investigacion, apoyan la sugerencia anterior. Debido a que la
administracién sistémica de una dosis baja de 8-OH-DPAT aumento las
concentraciones de GABA en el ATV, y el pretratamiento con el antagonista
WAY 100135 previno este efecto, estos datos son compatibles con la idea de que
la activacion de los receptores 5-HT 4 al disminuir la actividad serotoninérgica,
también disminuye la actividad de los receptores 5-HT g por lo que las
interneuronas GABAérgicas del ATV serian desinhibidas, incrementado las
concentraciones de GABA en dicha regién. Existe evidencia experimental de que
los receptores 5-HT g estan localizados principalmente en axones terminales (Sari
et al., 1999) en donde regulan la liberacion de neurotransmisor de las terminales
nerviosas y funcionan como heterorreceptores en algunas areas cerebrales,
inhibiendo la liberacion de GABA (Yan & Yan, 2001a).

Estos datos también podrian explicar por qué tras la administracion de una
dosis baja de 8-OH-DPAT se observo una disminucion de las concentraciones

extracelulares de DA en el shell del NAcc, ya que el incremento de GABA
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extracelular del ATV tiene como consecuencia un decremento de la DA del NAcc.
Estos datos son consistentes con reportes previos donde la inhibicion directa de
neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafe con la microinyeccion de 8-OH-
DPAT (1.0 y 2.0 pg) produjo un decremento de aproximadamente el 25% DA en el
NAcc (Yoshimoto & McBride, 1992), en otro estudio de microdialisis la
administracion sistémica del 8-OH-DPAT (25, 50 y 100 ug/kg s.c.) previa a la de
ANF (1.0 mg/kg s.c.) inhibi6 el incremento de DA extracelular en el NAcc, y éste
efecto fue prevenido por la administracion del antagonista WAY 100635 (Ichikawa,
Kuroki, Kitchen & Meltzer, 1995).

Adicionalmente, los resultados de la presente investigacion muestran que la
administracién de una dosis alta (1.0 mg/kg) de 8-OH-DPAT no afecto las
concentraciones de DA en el NAcc. Ichikawa y Meltzer (1999), reportaron que la
administracién de R(+)-8-OH-DPAT (0.05 mg/kg s.c.) no produjo alguna alteracion
en las concentraciones basales de DA en el NAcc. Por otra parte, se ha reportado
que una dosis alta de 8-OH-DPAT (3.0 mg/kg s.c.) decrement6 la acumulacién de
DOPA (Johnson, Tsai, Shahan & Azzaro, 1993), este resultado podria ser analogo
al de la administracién de R (+)-8-OH-DPAT (1000 ug/kg) que produce un efecto

inhibidor menor sobre la liberacién de DA inducida por ANF (Ichikawa et al., 1995).

En la presente investigacion también se observo que la administracién del
antagonista GABA, bicuculina, previa a la administracion del agonista 8-OH-DPAT
mas una dosis de ANF, previno el efecto del 8-OH-DPAT sobre la sefal
discriminativa de la ANF. La bicuculina es un antagonista que tiene afinidad por los
receptores GABAA localizados en los cuerpos celulares de las neuronas
dopaminérgicas del ATV (Gatch, Selving, Forster, 2005; Vashchinkina,
Panhelainen, Aitta-Aho, Korpi, 2014). De esta forma, el bloqueo de estos
receptores impediria la influencia de las interneuronas GABAérgicas del ATV. El
mecanismo que podria explicar los efectos observados en este experimento es
similar al mencionado previamente. El apoyo empirico de esta sugerencia
proviene de estudios que reportan que la actividad de las neuronas
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dopaminérgicas del ATV es inhibida por la influencia de las interneuronas
GABAérgicas del ATV (Johnson & North, 1992), y como consecuencia de esta
inhibicion, se alteran los procesos de gratificacion o recompensa (Van Zessen,
Phillips, Budygin & Stuber, 2012). Los efectos inhibitorios de las interneuronas
GABAérgicas sobre las neuronas dopaminérgicas del ATV son mediadas por los
receptores GABA, localizados en los cuerpos celulares de esas neuronas
(Westerink, Kwint & DeVries, 1996). Adicionalmente, se ha reportado que el
bloqueo farmacoldgico con el antagonista de los receptores GABA, bicuculina
aumenta los estallidos de disparo de las neuronas dopaminérgicas (Paladini &
Tepper, 1999) y aumenta los niveles extracelulares de DA en el NAcc (Ikemoto,
Kohl & McBride, 1997), sugiriendo que las interneuronas GABAérgicas de ATV
controlan la actividad de las neuronas dopaminérgicas de ATV a través de los
receptores GABAA.

También se ha reportado que la neurotransmision serotoninérgica regula la
actividad de las interneuronas GABAérgicas del ATV (Johnson & North, 1992), e
indirectamente, también modula la actividad de las neuronas dopaminérgicas del
ATV (Yan, Zheng & Yan, 2004). Esta modulacion involucra a varios tipos de
receptores serotoninérgicos, entre ellos los receptores 5-HT4g (Yan et al., 2004),
localizados con moderada densidad como heterorreceptores en las terminales de
las interneuronas GABAérgicas del ATV que hacen contacto sinaptico con
neuronas dopaminérgicas (Bruinvels et al., 1994). Debido a que los receptores 5-
HT1g estan acoplados negativamente a la adenilatociclasa, el aumento o
disminucién de la neurotransmision serotoninérgica, disminuye o aumenta
respectivamente, la liberacion de GABA en ATV (Yan & Yan, 2001a, b). En este
sentido, el bloqueo de los receptores GABAa en los cuerpos celulares de las
neuronas dopaminérgicas podria prevenir la influencia indirecta de la 5-HT sobre
el circuito de la recompensa (lkemoto et al., 1997). De acuerdo con lo anterior, en
la presente investigacion se obtuvo que el bloqueo de los receptores GABA, por la
bicuculina previno los efectos de la administracion del 8-OH-DPAT sobre la sefal
discriminativa de la ANF.
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En resumen, en la presente investigacién se encontrd que la administracion
de una dosis baja del agonista a receptores 5-HT 14, 8-OH-DPAT, previo a una
dosis fija de ANF modula la senal discriminativa de ésta, de igual forma la
administracién del antagonista GABA, bicuculina previno los efectos del agonista
5-HT4a, 8-OH-DPAT sobre la sefal discriminativa de la ANF. Estos datos
proporcionan evidencia de que las conductas relacionadas con la adiccion a los
psicoestimulantes como la ANF, involucran diferentes sistemas de

neurotransmision principalmente la DA, la 5-HT y el GABA.
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Figura 20. Posible mecanismo de accién por la estimulacion de los receptores 5-HT 4. Los
receptores 5-HT, disminuyen la actividad de las neuronas serotoninérgicas que proyectan a las
interneuronas GABAérgicas del ATV, produciendo una disminucion en la actividad de los
receptores 5-HT,g de las interneuronas GABAérgicas incrementando los niveles extracelulares de
GABA en ATV y disminuyendo los niveles de DA en NAcc. ATV: area tegmental ventral; DA:

dopamina; 5-HT: serotonina; N: nucleo; NAcc; nicleo accumbens; R: receptor.
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CONCLUSIONES

Los resultados de los experimentos de esta tesis doctoral permiten sugerir
las siguientes conclusiones: con respecto al CAS como linea base de aprendizaje
para la discriminacion de drogas, los presentes resultados y otros sugieren que es
una herramienta util para la investigacion de los mecanismos neurobiologicos que

intervienen en la adiccion a las drogas.

Con respecto a la evaluacién de los receptores 5-HT 44 los resultados
muestran que su estimulacion con una dosis baja, es importante en la modulacién
de la sefal discriminativa de la ANF y por lo tanto, podrian ser un importante
blanco farmacoldgico para el desarrollo de tratamientos relacionados a la adiccion

de psicoestimulantes como la ANF.

Sin embargo, cabe destacar que a pesar de los avances que se han
obtenido en la compresion de la adiccion a las drogas y de los mecanismos tanto
conductuales como neurofisioldgicos que le subyacen, aun quedan muchas areas
por explorar. De igual forma se sugiere tomar con cautela los resultados
encontrados y comprobar mediante el uso de otros paradigmas el efecto de la
estimulacion de los receptores 5-HT 14 en la adiccion. Asimismo, resultaria
interesante el empleo de otras técnicas como registros electrofisioldgicos in vivo
para un analisis mas fino en la deteccion de cambios en la liberacion de DA o
técnicas como la optogenética que permiten estimular neuronas en regiones
especificas en animales in vivo, por ejemplo, la estimulacion directa de los

autorreceptores somatodendriticos 5-HTa del nucleo del rafe.
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