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ABSTRACT

Preclinic studies suggest that antagonism of the 5-HTs receptor is a promising approach for
memory deficits; however, the underlying neurochemical mechanisms are poorly known under
memory conditions. Here, we tested the hypothesis that a decrease in GABAergic activity might
be crucial to evoke positive effects of 5-HTs receptor antagonists on memory. To achieve this
aim, using pharmacological and behavioral approaches, we investigated the effect of transporter
GAT1 inhibition on the effects evoked by 5-HT¢ receptor antagonism under conditions of
memory formation (short-term memory and large-term memory) and amnesia (induced by
scopolamine or dizocilpine) in an autoshaping paradigm. Firstly, we examined the effect of the 5-
HT; receptor antagonist, SB-357134 (0.5, 1 and 3 mg/kg, p.o.), and GAT1 transporter inhibitor,
NNC-711 (0.25, 0.5 and 1 mg/kg, i.p.) on memory formation. Subsequently, we evaluated the
effect of SB-357134 (3 mg/kg) or NNC-711 (0.5 mg/kg) on amnesia induced by scopolamine
(0.25 mg/kg, i.p.) ot dizocilpine (0.1 mg/kg, i.p.). Our results showed that SB-357134 (3 mg/kg)
improved short-term memory and avoided scopolamine-induced or dizocilpine-induced amnesic
effects. Moreover, NNC-711 evoked differential effects on memory formation, at 0.5 mg/kg dose
improved short-term memory, but at 0.5 and 1 mg/kg doses impaired long-term memory (48 h
post-training). Finally, exploring if an increase in GABA levels modifies the promnesic and anti-
amnesic effects of SB-357134, we evaluated the effect of coadministration of SB-357134 (3
mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) as well as coadministration of SB-357134 (3 mg/kg) + NNC-
711 (0.5 mg/kg) + scopolamine (0.25 mg/kg) or dizocilpine (0.1 mg/kg) in the autoshaping
paradigm. The results showed that GAT1 inhibition by NNC-711(0.5 mg/kg) prevented both the
promnesic and anti-amnesic effects evoked by SB-357134 (3 mg/kg).

Collectively, these data suggest that a decrease in GABAergic neurotransmission is implicated in
mediate the promnesic and anti-amnesic effects of 5-HT receptor blockage. To our knowledge,
this work is the first to demonstrate a relationship between GABA levels (through GAT1
transporter inhibition) and the antagonism of 5-HTs receptor under condition of memory

formation and amnesia.

Vi



RESUMEN

Estudios preclinicos sugieren que el antagonismo del receptor 5-HTs es una estrategia terapéutica
prometedora para los déficits de memoria, sin embargo, los mecanismos neuroquimicos
subyacentes son escasamente conocidos en distintas condiciones de memoria. Aqui, probamos la
hipétesis de que una disminucién en la actividad GABAérgica puede ser esencial para evocar los
efectos positivos de antagonistas del receptor 5-HT sobre la memoria. Para ello, usando enfoques
farmacolégicos y conductuales, evaluamos el efecto de la inhibicién del transportador GAT1 sobre
los efectos evocados por el antagonismo del receptor 5-HTs en condiciones de formacion de
memoria (memoria de corto plazo y memoria de largo plazo) y amnesia (inducida por
escopolamina o dizocilpina) en una prueba de automoldeamiento. En primera instancia,
examinamos el efecto del antagonista del receptor 5-HTs SB-357134 (0.5, 1 y 3 mg/kg, p.o.) y del
inhibidor del transportador GAT1 NNC-711 (0.25, 0.5 y 1 mg/kg, i.p.) en la formacién de la
memoria. De manera subsecuente, evaluamos el efecto de SB-357134 (3 mg/kg) o NNC-711 (0.5
mg/kg) en la amnesia inducida por escopolamina (0.25 mg/kg, i.p.) o dizocilpina (0.1 mg/kg).
Nuestros tesultados mostraron que SB-357134 (3 mg/kg) mejord la memoria de corto plazo y
evité los efectos amnésicos inducidos por escopolamina o dizocilpina. Por otra parte, NNC-711
evoco efectos diferenciales en la formacién de la memoria, a dosis de 0.5 mg/kg mejoré la
memoria de corto plazo, pero a dosis de 0.5 y 1 mg/kg deterioré la memoria de largo plazo (48 h
post-entrenamiento). Finalmente, explorando si un incremento en los niveles de GABA modifica
el efecto promnésico y anti-amnésico de SB-357134, evaluamos el efecto de la coadministracion
de SB-357134 (3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) asi como de la coadministracién de SB-357134
(3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg) o dizocilpina (0.1 mg/kg) en
la prueba de automoldeamiento. Los resultados mostraron que la inhibicion de GAT1 por NNC-

711 (0.5 mg/kg) previno tanto los efectos promnésicos y anti-amnésicos evocados por SB-357134

(3 mg/kg).

En conjunto, estos datos sugieren que una disminucion en la neurotransmision GABAérgica esta
implicada en mediar los efectos promnésicos y anti-amnésicos mediados por el bloqueo del
receptor 5-HTs. A nuestro conocimiento, este es el primer trabajo en demostrar una relacion entre
los niveles de GABA (a través de la inhibiciéon de GAT1) y el antagonismo del receptor 5-HT's

bajo condiciones de formacién de memoria y amnesia.
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1. INTRODUCCION

La pérdida de memoria es un componente importante de diversos trastornos neuropsiquiatricos
incluyendo la enfermedad de Alzheimer (Meneses, 2017a), la esquizofrenia y la enfermedad de
Parkinson (Millan ez a/., 2012), para los cuales no existe un tratamiento efectivo. En el caso de la
enfermedad de Alzheimer, los compuestos aprobados para el tratamiento de los déficits de
memoria como inhibidores de la acetilcolinesterasa y memantina (antagonista del receptor
NMDA) solo ofrecen beneficios moderados en estabilizar o mejorar los sintomas cognitivos y
suelen disminuir su efectividad (Ferrero ez al., 2017), por lo tanto, es necesario nuevas opciones

terapéuticas para el tratamiento del déficit de memoria.

En este contexto, diversos estudios preclinicos sugieren que el receptor 5-HTs representa un
potencial blanco terapéutico para el tratamiento de los déficits de memoria (Codony ef al., 2011).
Actualmente, la evidencia preclinica demuestra que el antagonismo del receptor 5-HTs evoca
efectos promnésicos y anti-amnésicos en diversos paradigmas de memoria (Pérez-Garcia y
Meneses, 2005; Marcos ¢ al., 2008; Da Silva Costa-Aze ¢ al., 2012; Woods e 4/, 2012; de Bruin o7
al., 2010).

Por consiguiente, varios antagonistas del receptor 5-HTs han sido sometidos a evaluacién en
ensayos clinicos para tratar los déficits de memoria en la enfermedad de Alzheimer (Ferrero ez al.,
2016). Desafortunadamente, los resultados de ensayos clinicos de fase III no han sido
satisfactorios y probablemente se deban a que los mecanismos neuroquimicos implicados en
mediar los efectos promnésicos y anti-amnésicos de antagonistas del receptor 5-HTs se han
caracterizado poco en condiciones de memoria. En este contexto, se ha hipotetizado
enérgicamente que los efectos anti-amnésicos y pro-cognitivos de antagonistas del receptor 5-HT
se deben al aumento de la actividad de neuronas colinérgicas y glutamatérgicas de hipocampo y
corteza prefrontal a través de la disminucién en la actividad de neuronas e interneuronas
GABAérgicas (Codony et al., 2011; Woods ez al.,, 2012; Helboe e¢f al., 2015). No obstante, no hay

evidencia que lo demuestre bajo condiciones de memoria.

Entre los marcadores neuronales, los transportadores de monoaminas son clave para la memoria
y la amnesia (Tellez e al, 2012), incluyendo a GAT1 que es el transportador de GABA mas

abundante en neuronas, especificamente, en terminales GABAérgicas y cuya funcién principal es



mediar la recaptura de GABA extracelular (Gonzalez-Burgos, 2010). Ademas, estudios genéticos
en ratones muestran que la sobreexpresion (Hu ez a/, 2004) o supresion (Gong ez al., 2009) de
GAT1 deteriora diversos tipos de memoria, en contraste, ratones con genotipo heterocigoto
GAT1 */- (disminucién de la expresion de GAT1) muestran una mejoria en la memoria espacial y
asociativa (Shi ef al., 2012). Asi mismo, estudios farmacolégicos demuestran que inhibidores de
GAT1 pueden evocar efectos diferenciales en la memoria: pro-memoria (O’Connell ¢f 4/, 2001),
anti-amnésicos (O’Connell e7 a/, 2001; Salat ez al, 2015) y amnésicos (Schmitt y Hiemke, 2002).
Aunque aun no es claro por qué inhibidores del transportador GAT1 afectan diferencialmente a
la memoria (O’Connell ez a/., 2001) es concluyente que una regulacion fina de los niveles de GABA
es critica para los procesos de memoria. Por lo tanto, la inhibicion farmacolégica de GAT1 es una
excelente estrategia experimental para estudiar los efectos de la neurotransmision GABAérgica

sobre la memoria.

En sintesis, en este trabajo se estudia el efecto de la interacciéon de un antagonista del receptor 5-
HTs y de un inhibidor selectivo del transportador GAT1 en la formaciéon de la memoria y la
amnesia con la finalidad de dilucidar la participacion de GABA en los efectos de antagonistas del
receptor 5-HTs en condiciones fisiolégicas como la formacién de la memoria y en condiciones

patoldgicas como la amnesia.

1.1 Aprendizaje y Memoria

La memoria es una serie de mecanismos neuronales parcialmente separados que permiten la
adquisicion, consolidaciéon, retenciéon y recuperacion de informaciéon obtenida de diversos
dominios sensoriales (Millan ez @/, 2012). En constaste, el aprendizaje se define como la

adquisicion de informacién o de una conducta a través de la experiencia o el entrenamiento

(Meneses, 2017; Millan ez al., 2012).

De acuerdo con su contenido, la memoria se clasifica en declarativa o explicita y no declarativa o
implicita. La memoria declarativa da cuenta de la capacidad de recoleccién consciente de hechos
(memoria semantica) y eventos (memoria episddica); en contraste, la memoria no declarativa se
refiere a la colecciéon de habilidades inconscientes que incluyen el aprendizaje de habitos y
habilidades, el priming (ej. inferencia de una palabra a partir de presentacion del morfema), formas

de condicionamiento clasico y vias reflejas (véase Figura 1) (Zola-Morgan y Squire, 1993).



Memoria

I
I ]

- . Implicita/no
Explicita/declarativa declarativa
Eventos Hechos Procedimental Priming y Condicionamiento Aprendizaje no
(memoria (memoria (habitos y aprendizaje P R A
episodica) semantica) habilidades) perceptual clasico simple asociativo
Lébulo Lébulo Res
- puestas Respuestas . .
tengrletl temzqual Estriado Neocorteza emocionales esqueléticas Vias reflejas
media media
Amigdala Cerebelo

Figura 1. Clasificacion de la memoria. Clasificacién de la memoria de acuerdo con su contenido.
Modificada de Squire (2004).

En términos neuroanatémicos, la memoria declarativa estd asociada a estructuras como el
hipocampo (incluyendo giro dentado y complejo subicular) y areas corticales adyacentes
anatomicamente relacionadas al hipocampo, especialmente, las cortezas entorhinal, perirhinal y
parahipocampal (Zola-Morgan y Squire, 1993). Por otra parte, la memoria implicita esta mediada
por diversas estructuras incluyendo: el cuerpo estriado, el cual es la principal via de entrada a los
ganglios basales (Burke ¢z a/., 2017) y, ademas implicado en memorias de habitos; la amigdala que
se relaciona con las memorias con contenido emocional; y el cerebelo que esta implicado en mediar

ciertas memorias asociativas por ejemplo el condicionamiento del parpadeo.

Con respecto al tiempo, la memoria se clasifica como memoria de corto plazo (MCP) y memoria
de largo plazo (MLP). La MCP comprende informacion retenida desde segundos hasta horas,
mientras que, la MLLP comprende periodos de dias, afios e incluso de por vida. Cabe destacar que
la formacién de la MLP requiere de un mecanismo denominado consolidacion el cual es un
proceso labil dependiente del tiempo mediante el cual una memoria fragil como la MCP se

convierte en un tipo de memoria mas estables como la MLP (Millan e7 a/, 2012).



1.2 Formacion de la memoria y estructuras cerebrales asociadas

Parafraseando a Millan ¢/ 4/, la formacién de memoria es una serie de eventos mediante el cual se
adquiere nueva informacién procedente de diversos dominios sensoriales, se codifica, y se
almacena (Millan e al, 2012). A continuacion, se presenta el modelo clasico y mas estudiado por
el cual se forma la memoria explicita donde participan de manera importante el hipocampo y la

neocorteza.

1.2.1 Circuito trisinaptico y subestructuras hipocampales

El hipocampo es un componente del sistema limbico que participa en la adquisicién y
consolidaciéon de la memoria, se compone de cuatro subregiones: giro dentado (GD), cornus
Amonis (CA1-3), presubiculum y subiculum ( revisado en Yau ¢# a/, 2015). Dentro del hipocampo
existen circuitos neuronales que participan en el procesamiento de la informacién proveniente de
diversos dominios sensoriales y tales circuitos son modulados por diversos sistemas de
neurotransmision incluyendo el glutamatergico, el GABAérgico, el colinérgico, el dopaminérgico,
el noradrenérgico y el serotonérgico (Myhrer, 2003). En primera instancia, la informacién (en
forma de sefales eléctricas y neuroquimicas) procedente de diversas areas corticales (corteza
somatosensorial, auditiva, visual entre otras) se dirige a una estructura del 16bulo temporal medial
denominada corteza entorhinal. Una vez que la informacion llega a la corteza entorhinal, el flujo
de informacién hacia el hipocampo es a través de un circuito trisinaptico conformado por: la via

perforante, la via de las fibras musgosas y la colateral de Schaffer.

La via perforante es la principal fuente de entrada de informacién hacia el hipocampo, se
conforma de axones de neuronas piramidales que se originan de las capas II y III de la corteza
entorhinal y forman sinapsis glutamatérgicas sobre dendritas de células granulares del GD.
Posteriormente, la informacién es transferida hacia la region CA3 del hipocampo a través del
tracto de las fibras musgosas, esta via esta formada por axones de células granulares del GD que
hacen sinapsis con neuronas piramidales de la region CA3. Sucesivamente, la informacion fluye
hacia la region CA1 del hipocampo a través de la colateral de Schaffer que se conforma de axones
de neuronas piramidales de la regiéon CA3 que se proyectan y hacen sinapsis con neuronas
piramidales de CA1. Finalmente, la informacién una vez consolidada, se puede transferir tanto al
subiculum como de vuelta a la corteza entorhinal (véase Figura 2). De nuevo en la corteza

entorhinal, la informacién consolidada se transfiere a areas neocorticales para su almacenamiento

4



(revisado en Yau ¢z al., 2015). En resumen, el hipocampo media la consolidacion de la informacion

y diversas areas neocorticales son el sitio de almacenamiento de las memorias de largo plazo.

Hipocampo

CA1

Corteza
entorhinal

Figura 2. Circuito trisinaptico hipocampal de formacion de memoria. Desde una perspectiva
reduccionista, el flujo de informacién entra al hipocampo a través de la via perforante medial y lateral que se
originan de la capa II/III de la corteza entorhinal. Una vez que la informacién alcanza células granulares del
giro dentado, a través de sus fibras musgosas, la informacién se dirige a la regiéon CA3 del hipocampo y
posteriormente a través de la colateral de Schaffer, la informacion alcanza la regiéon CA1 del hipocampo. En
ultima instancia la informacién regresa a la corteza entorhinal a través de proyecciones axénicas directas o
indirectas a través del subiculum. Una vez que la informacién ha sido consolidada en el hipocampo, se dirige a
estructuras corticales para su almacenamiento a largo plazo. DG=giro dentado; S=subiculum; LPP= via
perforante lateral; MPP= via perforante medial; MF= fibras musgosas; SC= colateral de Schaffer. Modificada
de Patten ez al, (2015).

1.3 Bases moleculares de 1a memoria

El articulo seminal de Kandel “T'he molecutar biology of memory storage: a dialogue between genes and synapses”
detalla elegantemente las bases moleculares de la memoria dado que por primera vez fue posible
explicar fenémenos de aprendizaje y memoria en términos moleculares (Kandel, 2001). La
elegancia del trabajo de Kandel radica en el enfoque reduccionista que utilizd6 para estudiar
fenémenos altamente complejos como la memoria mediante el invertebrado marino Aplysia
californica como animal modelo. Especificamente, Kandel estudié una forma de aprendizaje no
asociativo denominado sensibilizacién caracterizado como un tipo de memoria implicita. Este
fenémeno es resultado de aplicar durante la fase de entrenamiento un estimulo nocivo (ej. shock)
en la cola del invertebrado y posteriormente estimular el sifén de manera tactil, en consecuencia,

el animal responde contrayendo la branquia. Después del entrenamiento, la estimulacion tactil del



sifon en ausencia del estimulo nocivo da como resultado la contraccion de la branquia

evidenciando un fenémeno de aprendizaje (véase Figura 3A).

Ademas, Kandel observé que dependiendo de la frecuencia e intensidad del estimulo nocivo se
podian diferenciar eventos de sensiblizacion a corto plazo y sensibilizacion a largo plazo (véase
Figura 3B). En particular, los eventos de corto plazo se asociaron a modificaciones covalentes de
proteinas pre-existentes (fosforilaciéon de proteinas), mientras que, los eventos de largo plazo se
asociaron a transcripcion génica, sintesis local de proteinas, formacion de nuevas sinapsis y
crecimiento de espinas dendriticas (Kandel, 2001). El trabajo de Kandel permitié identificar
moléculas sumamente relevantes para la formacién de la memoria como PKA, MAP cinasas,
CREB-1 y CREB-2. Sin embargo, aunque los mecanismos celulares y moleculares del fenémeno
de sensibilizacion fueron descritos inicialmente en un invertebrado marino, la evidencia demuestra
que estos mecanismos se conservan en mamiferos y operan de manera similar tanto en memorias

implicitas como en memorias explicitas (Barco ez al., 20006).
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Figura 3. Fenomeno de sensibilizacion en el invertebrado marino A. californica. En A se representa la
anatomia de A. californica que muestra un sifén, la branquia y la corteza del manto. Durante la fase de
entrenamiento se estimula de manera tictil el sifén de A. californica que de manera inmediata responde
contrayendo la branquia (reflejo contraccién de la branquia). Posteriormente, cuando se aplica un shock
eléctrico en la cola de A. californica y posteriormente se estimula el sifén, la respuesta de contracciéon de la
branquia aumenta sustancialmente y a esta respuesta se le conoce como sensibilizacién. En B se observa que
un protocolo de 4 shocks aumenta la duraciéon de la contraccion de la branquia y tal respuesta no se mantiene
a través del tiempo (sensibilizacién a corto plazo). En contraste, un protocolo de 4 ensayos/dfa durante 4 dias
da como resultado un mayor tiempo de contraccién de la branquia y esta respuesta se mantiene a través del
tiempo (sensibilizacién a largo plazo). Tomada de Sweatt (2010).



Acorde a lo anterior, en 1973 Bliss y Lomo reportaron el fenémeno fisiolégico de potenciacion a
largo plazo (por sus siglas en inglés L'TP) en conejo anestesiado. Estos investigadores observaron
que la estimulacion repetida a alta frecuencia (100 Hz) de fibras de la via perforante del hipocampo
aumentaba la amplitud de los potenciales postsinapticos excitatorios (EPSP) observados en
neuronas piramidales del GD y que dicha respuesta se mantenia por periodos de horas (Bliss y
Lomo 1973). Este hallazgo fue tan importante porque afios atras Hebbs habfa propuesto que las
memorias eran almacenadas como alteraciones en la fuerza de las conexiones sinapticas entre
neuronas del sistema nervioso central, un proceso que actualmente se conoce como plasticidad

sinaptica y precisamente la LTP es una forma de plasticidad sinaptica (Sweatt, 2010).

Dado los requerimientos temporales y estructurales compartidos entre los procesos de formacion
de memoria y la L'TP, la LTP figura como el correlato mas cercano a las bases moleculares de la
memoria. Sin embargo, es importante tener en cuenta que la LTP per se no explica todas las etapas
que la memoria implica y no siempre se asocia positivamente a la memoria. Expuesto lo anterior,
actualmente se sabe que tanto la LTP como la formacién de la memoria requieren de dos fases
temporales: LTP temprana y LTP tardia o memoria de corto plazo y memoria de largo plazo,
respectivamente (Kandel, 2001; Sweatt, 2010). Durante las fases de corto plazo no se requiere de
sintesis de proteinas, pero sf de modificaciones covalentes de proteinas pre-existentes y de cambios
plasticos en conexiones sinapticas pre-existentes. En contraste, en las fases de largo plazo se
requieren de sintesis de nuevas proteinas y de crecimiento o remodelacién de conexiones
sinapticas (Kandel ¢f /., 2014). A continuacién, se describe brevemente las bases moleculares de

la LTP como el correlato mas cercano a la formacién de la memoria.

1.3.1 Mecanismos moleculares de la plasticidad sinaptica: LTP

La LTP ha sido ampliamente descrita en la region CA1 del hipocampo. La induccion de la LTP
inicia por la sincronizacién temporal de la despolarizacion de la neurona piramidal postsinaptica
y la liberacién presinaptica de glutamato, el glutamato difunde por la hendidura sinaptica hasta
activar a los receptores postsinapticos NMDA. La activaciéon de estos receptores permite la
entrada de Ca?" que activa a diversas proteinas cinasas como CaMKII, PKC, PKA y MAPK que
son necesarias para induccién y estabilizaciéon de la LTP. Es importante tener en cuenta que
distintos neuromoduladores como dopamina, noradrenalina, acetilcolina y serotonina pueden

regular la actividad de las proteinas antes mencionadas dado que la formacién hipocampal recibe



entradas de este tipo de neuronas (Sweatt, 2010). La L'TP temprana implica la inserciéon de
receptores AMPA a la membrana para maximizar los efectos del glutamato, es decir, aumentar la

fuerza sinaptica (véase Figura 4).
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Figura 4. Mecanismos moleculares que subyacen a la formacién de la memoria. La despolarizacion
sincrénica de la neurona presindptica y de la neurona postsinaptica permite la remocién de Mg?* y la
consecuente activaciéon de receptores NMDA que permiten la entrada de Ca?t a la célula. El incremento
en el Ca?* intracelular activa a proteinas como PKA a través de la enzima adenilil ciclasa, a la PKC y a la
CaMKII que son responsables de fosforilar a receptores AMPA para aumentar las conductancias inicas,
es decir, aumentar la eficiencia sinaptica. Sin embargo, si hay una estimulacién persistente de las proteinas
PKC, PKA o CaMKII el efecto resultante es la activacion de la via de las MAPK que fosforila al factor de
transcripciéon CREB. La activacion de CREB induce la transcripcion génica y, por lo tanto, la sintesis de
proteinas (no mostradas en figura) como BDNEF, receptores NMDA y proteinas implicadas en la
remodelacién del citoesqueleto. Modificada de Korte y Schmitz (2016).

Por el contrario, la LTP tardia requiere de la expresion génica que es dependiente de proteinas
cinasas incluyendo PKA y MAPK que en dltima instancia activan al factor de transcripcion CREB-
1 e inicia la transcripcién génica cuyo resultado final son cambios estructurales en la sinapsis

asociados a un alargamiento de espinas dendriticas y posiblemente a la adicion de nuevas espinas



(revisado en Kandel e a/. 2014). Moléculas como el BDNF y ¢fos son marcadores neuronales de
formacion de la memoria y de la LTP. A continuacién, se describe la neuroanatomia de los
sistemas de neurotransmision relevantes para la memoria y en particular para el presente estudio,

estos son: el sistema serotonérgico, el colinérgico, el glutamatérgico y el GABAérgico.

1.4 Neuroanatomia del sistema serotonérgico

Las neuronas serotonérgicas tienen su origen en los nucleos del rafé que se localizan en la linea
media del tallo cerebral, especificamente en el mesencéfalo. De acuerdo con Dahlstrom y Fuxe,
las neuronas serotonérgicas se agrupan en 9 grupos o nicleos denominados B1-9. En particular,
las neuronas del nucleo del rafé dorsal (B6 y B7), nucleo del rafé mediano rostral (B8) y nucleo
pontis oralis (BY) se proyectan de manera ascendente inervando a diversas estructuras corticales y

subcorticales (véase Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de las principales proyecciones de los nucleos
serotonérgicos del rafé en una seccion sagital del cerebro de la rata. Los nicleos B5-B9 se proyectan
ascendentemente a estructuras corticales y subcorticales como hipocampo, amigdala, hipotalalmo,
caudado-putamen entre otras, mientras que, de manera descendente los nicleos B1-B4 se proyectan hacia
la médula espinal. C. Put.= caudado-putamen. T= tilamo. H= habénula. G. Pal.= globo palido. Para una
descripcién detallada véase texto. Tomada de Brady ez 4/, (2012).

Topograficamente, el nucleo del rafé mediano se proyecta fuertemente a regiones alocorticales y
neocorticales (dentro de la capa I y II), hipocampo dorsal, septum lateral y ntcleos hipotalamicos
(supraquiasmaticos, paraventricular y periventricular), mientras que, el rafé dorsal inerva
principalmente a regiones corticolimbicas y asociativas (dentro capa III y IV), hipocampo ventral,
amigdala, globo palido, estriado dorsal y varios nucleos hipotalamicos (arcuato, dorsomedial,

supraquiasmatico y periventricular) (King ez a/, 2009; Brady e a/, 2012). Por otra parte, el nicleo



del rafé mediano caudal (B5) se proyecta hacia la médula oblongata y los nicleos palidus, obscurus,
magnus y obscurus dorsolateral (B1-4) se proyectan descendentemente hacia la media espinal
(Brady et al, 2012). En general, las neuronas serotonérgicas se proyectan a estructuras que son

relevantes para la memoria como el hipocampo, el estriado y diversas areas corticales.

1.5 Neuroanatomia del sistema colinérgico

A diferencia del sistema serotonérgico, las neuronas del sistema colinérgico de mamiferos se
originan de cuatro regiones: 1) nucleo tegmental dorsolateral y ntcleo pedunculo-pontino; 2) un
subconjunto de nucleos talamicos; 3) estriado, cuyas neuronas colinérgicas son interneuronas

locales; y 4) los nuicleos del prosencéfalo basal (véase Figura 6). En conjunto, estas areas envian

proyecciones colinérgicas a neocorteza, hipocampo y amigdala (Ballinger ez a/., 2016).
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Figura 6. Representacion esquematica de las principales proyecciones de los nucleos colinérgicos en
una seccion sagital del cerebro de la rata. La principal fuente de entrada colinérgica a la corteza cerebral e
hipocampo es proporcionada por el complejo del prosencéfalo basal (BFC). Los cuerpos celulares de los
nucleos basales de Meynert se proyectan a la neocorteza mientras que los cuerpos celulares en el nucleo
horizontal de la banda diagonal de Broca y el 4rea predptica proyectan al bulbo olfatorio, amigdala y corteza
limbica. Las areas tegmetal laterodorsal y pedunculopontina (LDT y PPT, respectivamente) de manera
preferencial inervan al tallo cerebral y blancos en el mesencéfalo. En el estriado predominan interneuronas.
VTA= area tegmental ventral. IPN= nucleo interpeduncular. Tomada de Brady ez a/. 2012.
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Las neuronas que se originan en los nacleos del prosencéfalo basal son sumamente relevantes para
el procesamiento cognitivo incluyendo la memoria dado que envian proyecciones hacia
neocorteza, arqueocorteza y varias estructuras subcorticales (Ballinger ¢# 4/, 2016); en contraste,
las neuronas colinérgicas del tallo cerebral son fundamentales para regular suefio, insomnio y
control autonémico (Sarter y Bruno 2000). En particular, las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal se conforman por: el ntcleo septal medial, los nicleos de la banda diagonal de
Broca con sus dominios vertical y horizontal, el nacleo predptico, el nicleo basal de Meynert y la
substancia innominata (véase Figura 7). Tanto el nicleo septal medial como los nucleos de la
banda diagonal de Broca envian proyecciones axénicas al hipocampo, corteza entorhinal, bulbo
olfatorio y estructuras corticales de la linea media. En contraste, el nicleo Basal de Meynert y la
susbtancia innominata son la principal fuente de inervaciéon colinérgica de la neocorteza y la

amigdala (Ballinger ¢z a/., 2010).
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Figura 7. Representacion esquematica de los patrones de proyecciéon de niicleos colinérgicos del
prosencéfalo basal. De lado izquierdo se representan secciones coronales que indican la distribucion
aproximada anterior a posterior y medial a lateral de la rama horizontal de la banda diagonal de Broca (HDB)
y del nucleo basal/ substancia innominata (NB/SI). Las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal antero-
medial se proyectan a sitios mas posteriores tales como la amigdala basolateral y la corteza perirhinal. Del lado
derecho, se representan neuronas del nicleo septal-medial (MS) y de la rama vertical de la banda diagonal de
Broca (VDB) que proporcionan la entrada colinérgica al hipocampo y la corteza entorhinal. Hipp=
hipocampo. Amyg= amigdala. Ent= corteza entorhinal. Prh= corteza perirhinal. Tomada de Ballinger ¢ a/.
2016.
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1.6 Neuroanatomia del sistema glutamatérgico y GABAérgico

Basicamente, tanto las neuronas glutamatégicas como las neuronas GABAérgicas muestran una
distribucién ubicua en el cerebro. El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el
sistema nervioso central y es el principal mediador de informacién sensorial, coordinacién motora,
emociones y cognicion, incluyendo la formacion y la recuperacion de la memoria. Cabe mencionar
que, alrededor del 80% de las sinapsis en el cerebro son glutamatérgicas. En tanto que el GABA
es el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro adulto y regula el balance general
excitacion/inhibiciéon (Brady e al, 2012). Dada la amplia distribuciéon de las neuronas
glutamatérgicas y GABAérgicas, solo se resalta que ambos tipos de neuronas estan presentes en

estriado, areas corticales, hipocampo y amigdala.

1.7 Amnesia y su modelacion experimental

En términos generales, la amnesia es un proceso anormal de pérdida de informacion.
Cronolégicamente, la amnesia se clasifica como anterégrada y retrégrada; se considera anterégrada
cuando eventos recientes no son transferidos a la memoria de largo plazo, es decir, hay una
incapacidad de formar nuevas memorias; mientras que, la amnesia retrograda se caracteriza por
una memoria pobre respecto a eventos que ocurrieron solo antes de la amnesia, en otras palabras,

existe una dificultad para evocar memorias pasadas (Meneses, 2017a).

Normalmente, la disminucién en la capacidad de evocar o formar nuevas memorias disminuye
durante el envejecimiento sin alcanzar un estado patologico, sin embargo, existen diversas causas
que contribuyen al establecimiento de la amnesia como un estado con bases neuropatolégicas.
Entre las causas que contribuyen a los déficits de memoria se encuentran la hipertension, los
traumatismos craneoencefalicos, consumo créonico de alcohol que eventualmente evoluciona en
el sindrome de Korsakoff, la isquemia cerebral, el estrés cronico, episodios de naturaleza
traumatica, entre otros (Millan ez 4/, 2012; Fagerholm ez al., 2015; Carnevale ¢t al., 2016; Arts et al.,
2017). Sin embargo, también es importante mencionar que, diversos trastornos neuropsiquiatricos
con etiologia y sintomatologfa diferente comparten el componente amnésico tales como la
enfermedad de Alzheimer, la esquizofrenia, la enfermedad de Parkinson, trastorno del espectro
autista, trastorno bipolar y trastorno de hiperactividad y déficit de atencion (Millan ez al., 2012).
Desafortunadamente, en varios de los trastornos neuropsiquiatricos la amnesia suele acentuarse

de manera progresiva hasta el grado de convertirse en demencias (técnicamente definidas como
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pérdida de memoria dramatica que interfiere con la capacidad de realizar actividades diarias), por
ejemplo, demencia tipo Alzheimer, demencia vascular y demencia frontotemporal (Meneses,

2017b).

Experimentalmente, la amnesia se puede modelar en animales mediante herramientas

farmacolégicas como la escopolamina y la dizocilpina.

1.7.1 Déficit de memoria por hipofuncidén colinérgica

La escopolamina es un antagonista no selectivo de los receptores muscarinicos M1-M5 y se asocia
a un déficit colinérgico semejante al observado en la enfermedad de Alzheimer (Bajo ez /., 2015),
este antagonista muscarinico tiene una ti/2= 4.5 £ 1.7 h, una afinidad (pKi) de 9-9.5 y después de
30 min por via i.p., se detecta en cerebro (Huang ez al, 2001; Renner ez al, 2005). Todos los
receptores muscarinicos estan acoplados transduccionalmente a proteinas G: M1, M3 y M5 estan
acoplados a Gaq la cual activa la via de la fosfolipasa C (PLC), mientras que, M2 y M4 estan
acoplados a proteinas Gai/o y consecuentemente disminuyen la actividad de la enzima adenilato
ciclasa y activan diversos canales i6nicos como canales de K*. A nivel central, escopolamina en
altas dosis (>0.03 mg/kg) genera ansiedad y déficits en el aprendizaje y memoria, en actividad
locomotora y en la atenciéon. A nivel periférico, escopolamina se asocia a dilatacién de pupilas,
disminucion de salivacion y contraccion del musculo liso (revisado en Klinkenberg y Blokland,
2010). En general, se cree que los efectos centrales de escopolamina, en particular en la memoria,
estan mediados por los receptores M1 y posiblemente M5 (Blokland ez a4/, 2016).
Tradicionalmente, escopolamina es el amnésico de referencia para modelar déficits de memoria
en humanos y en animales. Diversos estudios sugieren que este compuesto simula
importantemente los déficits de memoria observados en la vejez y en la enfermedad de Alzheimer
(Ebert y Kirch, 1998), esto debido a que este compuesto bloquea diversos receptores muscarinicos
localizados en hipocampo y en corteza entorhinal, y consecuentemente se interfiere con los
procesos de codificacion y recuperacion de la informacion adquirida. En este contexto, se ha
propuesto que altos niveles de acetilcolina facilitan la adquisiciéon de informacion, mientras que,
bajos niveles de acetilcolina permiten la recuperaciéon de memorias almacenadas (revisado en
Klinkenberg y Blokland, 2010). En resumen, los efectos de escopolamina sobre la memoria se

deben principalmente a una interferencia en la codificaciéon de nuevas memorias (Hasselmo, 20006),

13



lo cual hace que este compuesto sea una herramienta farmacolégica confiable para modelar déficits

de memoria.

1.7.2 Déficit de memoria por hipofuncién glutamatérgica

A finales de la década de los 50°s se reporté que el anestésico disociativo fenciclidina era capaz de
simular efectos similares a la esquizofrenia en sujetos sanos, anos después se demostrd que este
efecto se debia principalmente al bloqueo de los receptores NMDA (revisado en Olney e7 al,
1999). Este hallazgo sugiri6 que ademas de la hiperactividad dopaminérgica (ampliamente
documentada), una hipofunciéon glutamatérgica mediada por receptor NMDA podria explicar la
fisiopatologfa de la esquizofrenia. En seres humanos, los antagonistas de este receptor como la
ketamina inducen disfuncién cognitiva transitoria, aberraciones perceptuales y cambios
reminiscentes de los sintomas negativos de la esquizofrenia. En contraste, en roedores la
hipofuncién del receptor NMDA se asocia a conductas desorganizadas, movimientos

estereotipados y déficits cognitivos (Gunduz-Bruce, 2009).

De manera interesante, aunque la hipétesis hipoglutamatérgica de la esquizofrenia sefiala una
disminucién de la actividad glutamatérgica global, se ha reportado un incremento de su actividad
en areas corticales, probablemente en receptores no-NMDA (receptores AMPA y de kainato) y
estudios de microdialisis muestran un incremento de glutamato en la corteza prefrontal
(Moghaddam e @/, 1997). El mecanismo de acciéon propuesto sugiere que, antagonistas del
receptor NMDA actdan principalmente sobre sus receptores localizados en neuronas
GABAérgicas que en condiciones basales inhiben a neuronas piramidales de la corteza, por lo
tanto, el resultado es un incremento de la liberaciéon de glutamato (Gunduz-Bruce, 2009) que

posiblemente explica las alteraciones cognitivas.

La dizocilpina o MK-801 es un antagonista no competitivo del receptor NMDA vy al igual que
otros antagonistas de este receptor simula déficits cognitivos similares a los observados en
pacientes con esquizofrenia (Kovacic y Somanathan 2010). Este compuesto tiene una ti2=2 hy
a partir de 10 min después de administrarse por via i.p., se detecta en cerebro (Vezzani ef al., 1989).
Diversos estudios han asociado el efecto de dizocilpina a deterioro de memoria de corto plazo,
memoria episédica y memoria espacial (Meneses 2011; Kovacic y Somathan, 2010).

Particularmente, la dizocilpina se une a la region de poro cerca del filtro de selectividad i6nico del
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receptor NMDA en su conformacion abierta y de este modo bloquea al canal i6nico (revisado en
Morris et al, 2005). Recientemente se demostré, mediante estudios de cristalografia en
combinacién con simulacién de dinamica molecular de gran escala temporal, que dizocilpina
reside dentro del poro del canal y se mantiene unido al atomo de N de la asparagina 612 (N612)
de la subunidad GIuN2B (Song ez 4/, 2018). Por lo tanto, la dizocilpina es una herramienta
farmacolégica confiable para evaluar compuestos que pueden ser de relevancia para el tratamiento

de déficits de memoria observados en pacientes con esquizofrenia.

1.8 Participacion del sistema serotonérgico en la memoria: Generalidades

La 5-hidroxitriptamina o serotonina (5-HT) es un neurotransmisor que se produce principalmente
en neuronas serotonérgicas localizadas en los nucleos del rafé dorsal que envian multiples
proyecciones a casi todo el cerebro incluyendo areas corticales y areas del sistema limbico como
hipocampo y amigdala. El primer paso en la sintesis de 5-HT es la conversion del triptéfano a 5-
hidroxitriptéfano (5-HTP) a través de triptofano hidroxilasa (TPH), la cual es la enzima limitante
en la sintesis de 5-HT. A la fecha se conocen dos isoformas de la enzima TPH, TPH1 encontrada
en varios tejidos y TPH2 que es la isoforma especifica del cerebro (Walther ez al, 2003).
Posteriormente, la enzima 5-HTP descarboxilasa convierte el 5-HTP a 5-HT. En el cerebro, 5-
HT es almacenado desde el citoplasma hacia vesiculas sinapticas a través del transportador de
monoaminas vesicular (VMAT?2). La 5-HT se libera en la sinapsis por exocitosis, un mecanismo
dependiente de Ca?*; su recaptura desde la sinapsis es inducida por el transportador de la
serotonina (SERT) o bien, puede degradarse a su principal metabolito el acido 5-

hidroxiindolacético (5-HIAA) a través de la monoamino-oxidasa-A citoplasmica (MAO-A).

La 5-HT participa en la regulacién de diversas funciones como estado de animo, suefio, ritmo
circadiano, funcién motora, conductas reproductivas, termorregulacion, funciones endocrinas y
de manera importante en los procesos de aprendizaje y memoria. También, 5-HT esta implicada
en estados patolégicos tales como ansiedad, depresion, adicciones, autismo, obesidad, enfermedad

de Alzheimer y esquizofrenia (Filip y Bader, 2009).

Respecto a los procesos cognitivos, las neuronas serotonérgicas desempefan una funcion
importante en MCP y MLP a través de sus inervaciones a la corteza frontal y diversas estructuras

dentro del 16bulo temporal medial incluyendo, amigdala, hipocampo y corteza entorhinal
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(Meneses y Liy-Salmeron, 2012). De acuerdo con la informacion anterior, en un estudio reciente
mediante el uso de ratones nock-ont con deplecion constitutiva de 5-HT (ratones Pet1KO) se
demostro, que la disminucién de serotonina de manera selectiva afecta la memoria declarativa y la
plasticidad sinaptica hipocampal (Fernandez ¢f al., 2017); estos datos proporcionan una evidencia

sustancial de la funcién de la serotonina en la memoria.

1.8.1 Receptores a 5-HT

La 5-HT ejerce sus efectos a través de siete subtipos de receptores denominados 5-HT17. Con
excepcion del receptor 5-HT3 el cual es un canal i6nico dependiente de ligando, todos los demas
receptores estan acoplados transduccionalmente a proteinas G (Hannon y Hoyer, 2008). En este

trabajo nos enfocamos en el estudio del receptor 5-HTs.

1.8.2 Receptor 5-HTs: Estructura y distribucion

El receptor 5-HTs fue descubierto a principios de los 90’s como uno de los siete tipos de
receptores en mediar los efectos de la serotonina. Este receptor pertenece a la familia de receptores
acoplados a proteinas G y estimula positivamente la actividad de la enzima adenilato-ciclasa.
Estructuralmente el receptor 5-HTs se conformada por 438 aminoacidos en la rata y 440
aminoacidos en humanos y ratones; la forma humana de este receptor tiene un 89% de homologia
con su equivalente en la rata (Kohen ez a/., 1996). Recientemente, se ha demostrado que el receptor
5-HTs muestra actividad constitutiva, es decir, muestra sefializacion a través de la enzima
adenilato-ciclasa en ausencia del ligando endogeno, esta actividad se encuentra regulada por su
interaccion fisica con la neurofibromina (una proteina activadora de GTPasa), consecuentemente
antagonistas o agonistas inversos pueden disminuir la via de sefializacién de la adenilato-ciclasa

(Deraredj Nadim ez a/., 2016).

Estudios de hibridacion 7z situ y autorradiografia muestran una expresion abundante del receptor
5-HTs en estriado, nucleo accumbens, ganglios basales y tubérculo olfatorio; y una expresion
moderada en hipocampo dorsal y corteza cerebral (Hirst e al., 2003; Helboe e al, 2015). Este
patron de expresion en areas asociadas a la memoria en conjunto con su distribucion casi exclusiva
en el cerebro (Hirst ez al, 2003), sugiere que el receptor 5-HTs puede ser un potencial blanco
terapéutico para el tratamiento de diversos trastornos cognitivos y neuropsiquiatricos con pérdida

de memoria como la enfermedad de Alzheimer, la esquizofrenia y la enfermedad de Parkinson.
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Ademas, la evidencia preclinica también sugiere que el receptor 5-HTs es un blanco terapéutico

prometedor para el tratamiento de obesidad, ansiedad y depresion (Karila ef af., 2015).

De manera interesante, diferentes estrategias experimentales han permitido conocer la distribucion
del receptor 5-HTs por poblaciones neuronales (véase Tabla 1). Por ejemplo, mediante lesiones
selectivas con la neurotoxina 192-IgG-saponina en nuicleo basal magnocelular o con 5,7
dihidroxitriptamina via intracerebroventricular se demostré que el receptor 5-HTs no se localiza
en neuronas colinérgicas corticales o en neuronas serotonérgicas, respectivamente (Gérard e al,
1996; Marcos ez al., 2006). En un estudio reciente se examiné el patron de expresion del mRNA
del receptor 5-HTs en el cerebro de la rata mediante la técnica de doble hibridacion z situ. En
general, el mRNA de este receptor se encontrd en altos niveles en neuronas espinosas medianas
GABAérgicas del putamen-caudado, en el ntucleo accumbens, asi como el tubérculo olfatorio.
Niveles moderados se encontraron en neuronas glutamatérgicas del hipocampo y en neocorteza
que coexpresan el transportador de glutamato vesicular 1 (vGluT1). Ademas, aproximadamente
el 15% de interneuronas positivas a GAD-67 también expresaron el mRNA del receptor 5-HTs
siendo la mayor parte de la subpoblacién de interneuronas GABAérgicas que expresan el receptor
5-HT3,, seguida de la subpoblacién que expresan parvalbumina y somatostatina. Una fraccion
menor de este mRNA también se encontré en interneuronas GABAérgicas positivas tanto a
calbindina como a calretinina. Otra fraccion mas pequefia de interneuronas NPY y VIP del
prosencéfalo también expresaron mRNA del receptor 5-HT¢ (Helboe ez a/., 2015). En general, esta
evidencia demuestra que el receptor 5-HTs se expresa en mayor cantidad en interneuronas y
neuronas GABAérgicas y en menor cantidad en neuronas piramidales de corteza e hipocampo.
Cabe mencionar que estudios de PCR en célula tnica demuestran que las interneuronas
colinérgicas también expresan el receptor 5-HTs (Bonsi ez al, 2007) lo que siguiere que la

serotonina a través de este receptor modula los circuitos estriatales locales.
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Tabla 1. Localizacion del receptor 5-HT's por poblaciéon neuronal.

Manipulacion
experimental

Lesion serotonérgica
mediante la neurotoxina

5,7-dihidroxitriptamina por
via intracerebroventricular

Lesion colinérgica selectiva
mediante la inmunotoxina

192-IgG-saponina en

nicleo basal magnocelular

Doble hibridacion i situ
en tejido cortical,
hipocampal, estriatal y
tubérculo olfatorio

Hallazgo

Sin cambios
significativos en los
niveles de mRNA del
receptor 5-HTs en
nucleos del rafé dorsal
No se observaron
cambios en niveles de
mRNA o expresion de
proteina del receptor 5-
HTgen corteza
prefrontal deaferenciada
Colocalizacién de
mRNA del receptor 5-
HTs con mRNA de:
GAD 67 y GAD 65,
vGluT1 y vGIuT2 o
receptor D2 y D1.

No hubo colocalizacién
de mRNA del receptor

Conclusion

El receptor 5-HTs no
se expresa en neuronas

serotonérgicas

El receptor 5-HT no
se expresa en neuronas
colinérgicas de la

corteza cerebral

El receptor 5-HTj se
expresa principalmente
en: neuronas e
interneuronas
GABAérgicas de
hipocampo, corteza y
estriado; y en neuronas

piramidales, pero no en

Referencia

Gérard et al,
(1996)

Marcos et al.,

(2006)

Helboe ef al,
(2015)

neuronas

5-HTscon mRNA de:
SERT, DAT ChAT serotonérgicas,

dopaminérgicas o

colinérgicas
PCR en célula individual en  Expresion de receptor El receptor 5-HTj se Bonsi ¢t al, (2007)
interneuronas de estriado 5-HTsy ChAT expresa en

interneuronas

colinérgicas de estriado

1.8.3 Vias de sefalizacion intracelular del receptor 5-HT
Inicialmente el receptor 5-HTs fue descrito como un subtipo de receptor a 5-HT acoplado

transduccionalmente a proteinas Gas por lo cual, la activaciéon de este receptor aumenta la
produccion de cAMP a través de la enzima adenilato-ciclasa y consecuentemente la activacion de
la PKA que es responsable de fosforilar a proteinas de la via de las MAPK, en particular, la via
ERK1/2. Cabe destacar que, se reportado que el tercer bucle intracelular (iL.3) del receptor 5-HT
es responsable de interactuar con la subunidad « de la proteina G para mediar el aumento de la

produccién de cAMP (Choi ez al., 2007). Sin embargo, otras vias de sefalizacién mediadas por el
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receptor 5-HTj estan siendo elucidadas (véase Figura 8). A continuacion, se describen las vias de

sefializacion asociadas al receptor 5-HTs que hasta la fecha han sido reportadas.

s

R

¢-Jun, ras

ERK

PERK

Figura 8. Vias de sefializacion intracelular asociadas al receptor 5-HTe. La activacion del receptor
5-HTs activa la via de la PKA. Ademis, a través del extremo -COOH el receptor 5-HT activa a la cinasa
Fyn y a la proteina Jabl. Tanto la activacién de la cinasa Fyn como de la PKA resulta en la activacién de
ERK1/2 que regula la transcripcion génica. Por otra patte, Jabl transloca al nicleo y activa a c-Jun que
también regula la transcripcion génica. Asi mismo, la activacion del receptor 5-HTs reduce las corrientes
hiperpolarizantes de K+t de los canales GIRK. Otras vias de sefializacién se describen en el texto. Tomada
de Masson ¢ al., (2012).

1.8.4 Via dependiente de Fyn

La via dependiente de Fyn fue una de las primeras vias de sefializaciéon del receptor 5-HTs
alternativa a la via clasica (dependiente de PKA) en ser descrita. La cinasa Fyn es una proteina
citosélica perteneciente a la familia de las proteinas Src. La proteina Fyn tiene la capacidad de
fosforilar a diversas proteinas en residuos de Tyr. Los estudios de interaccién proteina-proteina

han demostrado que la activacion del receptor 5-HT¢ con 5-HT da como resultado una asociacion
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fisica entre la region carboxilo (aminoacidos 320-440) del receptor 5-HTs y el dominio SH3, pero
no SH2 de Fyn. Esta interaccion resulta en la activacion de Fyn que es capaz de activar a la via
ERK1/2 a través de Ras y MEK, pero no de Rapl. Ademis, es importante destacar que existe
una regulacion reciproca entre el receptor 5-HTs y Fyn, de tal forma que la expresiéon de Fyn
aumenta la expresion del receptor 5-HTs y la activacion de este receptor aumenta la actividad de

Fyn (Yun et al., 2007)

La significancia funcional de la interaccion fisica region carboxilo del receptor 5-HT y dominio
SH3 de Fyn no es completamente entendida, sin embargo, tal asociacion puede ser relevante para
la formacién de la memoria o la enfermedad de Alzheimer (Yun e /., 2007) dado que la activacion
de Fyn es responsable de activar a la via ERK1/2 que regula procesos de plasticidad sinaptica. En
este contexto, es relevante mencionar que Fyn participa en la regulacion de la produccion de B-
amiloide, en la fosforilacion de tau y también media los déficits sinapticos (Yang ez al., 2011). Por
lo tanto, investigaciones futuras deberan esclarecer la contribucién de Fyn tanto en condiciones

fisiologicas como patologicas de la memoria.

1.8.5 Inhibicién de canales de K*

Los estudios de PCR en célula individual demuestran que el receptor 5-HTs se expresa en
interneuronas colinérgicas de estriado y regula la excitabilidad (Bonsi ez a/., 2007). En el estudio de
Bonsi ez al., se reporta que la activacion del receptor 5-HT con 5-HT promueve la despolarizacion
de la membrana y la frecuencia de disparo a través de la disminuciéon de corrientes de K+ de los
canales rectificadores entrantes de K* (canales Kir3.x o GIRK). As{ mismo, la inhibicién de la
enzima adenilato ciclasa pero no de la cinasa PKA disminuye la respuesta de despolarizacion
inducida por 5-HT sugiriendo que la acumulacién de cAMP modula la excitabilidad de las
interneuronas colinérgicas (Bonsi ez 4/, 2007). En resumen, la informacion anterior sugiere que, la
activacion del receptor 5-HT regula la excitabilidad de interneuronas colinérgicas a través de la

inhibicion de corrientes de K* de los canales GIRK.

1.8.6 Via dependiente de Jabl
Jab1 es una proteina localizada tanto en citoplasma como en nucleo. Los estudios de interaccion
de proteina-proteina han demostrado una interaccién fisica entre la region il.3 y regiéon carboxilo

del receptor 5-HT y la proteina Jabl (Yun ez al, 2010). Esta interaccién fisica es funcional dado
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que promueve la translocacién de Jab1 al ntcleo para activar al factor de transcripcion c-Jun (Yun
et al., 2010) y por lo tanto, es probable que c-Jun fosforilado regule la transcripcion de genes
relacionados con proliferacion y apoptosis (Berridge, 2014). Por otra parte, el knockdown de Jab1
mediante siRNA especifico disminuye la expresion del receptor 5-HTs lo que sugiere que Jabl
regula la expresion del receptor 5-HTe. La interaccion fisica del receptor 5-HTg y Jabl ha
demostrado ser relevante en condiciones de hipoxia dado que promueve neuroproteccion. En
particular, en cultivos celulares bajo condiciones de hipoxia, las células HEK293 transfectadas con
la secuencia del receptor 5-HTs muestran una mayor supervivencia celular en comparaciéon con
células HEK293 nativas sugiriendo que la sobreexpresion del receptor 5-HTs promueve
supervivencia celular (Yun ez a/, 2010). Ademas, Yun et a4/, mediante un modelo de isquemia
cerebral (oclusion de la arteria cerebral media en ratas) reportaron un incremento en la expresion
de Jab1 y del receptor 5-HT} en corteza e hipocampo, sugiriendo que el aumento en la expresion
de estas protefnas puede ser un mecanismo compensatorio para promover neuroproteccion (Yun
et al., 2010). Consistente con la idea anterior, un estudio reciente ha demostrado que la
estimulacién del receptor 5-HTs promueve neuroproteccion en hipocampo y ademas evita los

déficits de memoria espacial en un modelo de demencia vascular (Yu e al., 2017).

1.8.7 Via dependiente de Rho-A

Recientemente, Ataur Rahman e# 2/, mediante neuronas hipocampales transfectadas en cultivo
demostraron que el receptor 5-HTs regula el tamafio y densidad de protrusiones dendriticas. De
manera detallada, los autores reportaron que la estimulacion del receptor 5-HTs con 5-HT o el
agonista ST 1936 modifican la morfologia celular de las protrusiones dendriticas. En experimentos
sucesivos los autores demuestraron que la via de sefializacion implicada en mediar estos efectos
depende de la activacion de la cinasa PKA y la cinasa Rho-A (pero no de las cinasas Cdc-42 o
Racl) (Rahman ez a/, 2017). Dado que la familia de las proteinas Rho estan implicadas en la
regulacion de los filamentos de actina, en el estudio de Ataur Rahman e 4/, evaluaron el estado
de la cofilina, una molécula downstream de la via de las Rho-GTPasas y encontraron que la
activaciéon del receptor 5-HTs aumenta la fosforilaciéon de la cofilina. Ademas, de manera
interesante, los efectos mediados por la activacion del receptor 5-HTs fueron asociados a la region
carboxilo terminal de los aminoacidos 321-440. En resumen, la informacién anterior sugiere que,

la activacion del receptor 5-HT regula el tamafio y densidad de protusiones dendriticas a través
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de la via dependiente de Rho-A-cofilina y tales efectos pueden ser relevantes para regular cambios

estructurales de espinas y filopodios (Rahman e a/, 2017).

1.8.8 Via de mTOR

A través de analisis de protedbmica Meffre ¢f al, reportaron una posible interaccion entre la proteina
blanco de la rapamicina en mamiferos (mTOR) y el receptor 5-HT. Consistente con esta idea, la
activacion del receptor 5-HTs aumenta la actividad de mTOR en la corteza prefrontal de roedores
y de manera interesante, la inhibicién de mTOR por rapamicina previene el déficit cognitivo social
y la discriminacion de objetos nuevos inducidos por agonistas del receptor 5-HT. Por otra parte,
en modelos animales de esquizofrenia la actividad de mTOR esta aumentada en corteza prefrontal
y tanto el inhibidor rapamicina como antagonistas del receptor 5-HT¢ revierten los déficits
cognitivos (Meffre ef al, 2012). En general, la informacion anterior sugiere que el aumento en la
actividad de mTOR inducida por el receptor 5-HTs se relaciona positivamente con déficits
cognitivos. Sin embargo, experimentos de interaccién proteina-proteina son necesarios para
demostrar si existe una interaccion fisica entre el receptor 5-HTs y mTOR o si la regulacion de la

actividad de mTOR esta mediada por una via indirecta.

1.9 Participacion del receptor 5-HTs en la memoria: un potencial blanco terapéutico

Actualmente existe un gran nimero de estudios que demuestran la participacion del receptor 5-
HTjs en condiciones fisiolégicas y patolégicas de la memoria, la evidencia se resume en la Tabla 2.
Uno de los estudios pioneros en demostrar el potencial terapéutico de los receptores 5-HTs fue
realizado por Meneses (2001). En ese trabajo, se encontré que el antagonista Ro 04-6790 (5
mg/kg), uno de los primeros antagonistas en ser sintetizado por Roche, mejora la memoria
asociativa y ademas fue capaz de revertir el efecto amnésico inducido por escopolamina en la
prueba de automoldeamiento. Posteriormente, en otro estudio se reporté que la administracion
oral tanto aguda como crénica de los antagonistas del receptor 5-HTs, SB-357134 y SB-399885
mejoran la consolidacion de la memoria en la tarea de automoldeamiento; asi mismo, tanto de
manera aguda como de manera cronica SB-357134 (3 y 10 mg/kg) y SB 399885 (10 mg/kg)
revierten el déficit de memoria inducido por escopolamina o dizocilpina (Pérez-Garcfa y Meneses,
2005); estos efectos positivos en la memoria parecen estar mediados por un aumento en la

liberacién de acetilcolina y glutamato (Marcos e al., 2000).
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En otros estudios, la administraciéon post-entrenamiento del antagonista del receptor 5-HTs SB-
271046 (10 y 15 mg/kg) en ratas fue capaz de revertir el efecto amnésico inducido por
escopolamina o dizocilpina en la prueba de condicionamiento por miedo (Woods e al., 2012).
También, este antagonista revirti6 completamente los déficits inducidos por escopolamina tanto
en la memoria de trabajo (30 mg/kg) como en la adquisicién y recuperacion del aprendizaje
aversivo (efecto dosis dependiente) en la prueba de evitacién pasiva (Da Silva Costa-Aze ef al.,
2012). Los efectos anti-amnésicos de SB-271046 (10 mg/kg) también han sido reportados en el
laberinto acuatico de Morris en ratas tratadas con escopolamina o MK-801 (Marcos ¢# al., 2008).
Asi mismo, recientemente SLV fue sintetizado como un antagonista del receptor 5-HTs y fue
evaluado en ratas, este antagonista revirtié el efecto amnésico inducido por MK-801 o
escopolamina en la memoria de reconocimiento y ademas, mejor6 tanto la memorial espacial en
el laberinto en T como el aprendizaje aversivo en la prueba de evitacién pasiva en ratas con

administraciones de $-amiloide en hipocampo (de Bruin ¢ a/., 2016).

En términos generales, la evidencia preclinica antes mencionada sugiere que el antagonismo del
receptor 5-HTs representa una potencial estrategia terapéutica para el tratamiento de déficits de
memoria. Sin embargo, los mecanismos neuroquimicos implicados en los efectos pro-cognitivos
o anti-amnésicos del antagonismo del receptor 5-HT son poco conocidos. En este estudio es de
particular interés el antagonista del receptor 5-HTs SB-357134, el cual tiene una afinidad (pKi) de
8.5, una t1/2 = 3.4 h y alcanza cerebro 30 min después de administrarse por via oral (Bromidge e#

al., 2001; Stean ez al., 2002; Pérez-Garcia y Meneses, 2005).

1.9.1 Posibles mecanismos neuroquimicos implicados en los efectos promnésicos y anti-
amnésicos del receptor 5-HT;

Los estudios de microdialisis iz vivo han proporcionado cierta evidencia sobre los posibles
mecanismos neuroquimicos de antagonistas del receptor 5-HTs mediante el cual estos

antagonistas pudiesen mediar sus efectos promnésicos y anti-amnésicos.

Dawson e¢7 al., mediante estudios de microdialisis, proporcionaron la primera evidencia sobre los
efectos neuroquimicos de la modulacién del receptor 5-HTs en ratas en libre movimiento. Ellos
encontraron que el antagonista SB-271046 (10 mg/kg s.c.) aument6 la concentracion de glutamato

y aspartato en corteza frontal pero no en estriado, no obstante, este antagonista no modificé los
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niveles de 5-HT, noradrenalina y dopamina tanto en estriado como en corteza frontal (Dawson ef

al., 2000). Casi de manera inmediata, también se determiné que SB-271046 aumenta los niveles de

glutamato en el hipocampo dorsal (Dawson ez a/, 2001). De manera similar, Claus Riemers ez a/,

demostraron que el antagonismo de los receptores 5-HTs aumenté los niveles de acetilcolina en

corteza prefrontal (Riemer Claus ef 4/, 2003). En conjunto estos hallazgos sugirieren que, el

antagonismo del receptor 5-HTs modula positivamente al sistema colinérgico y glutamatérgico en

areas relevantes para la memoria como hipocampo y corteza frontal.

Tabla 2. Efecto de antagonistas del receptor 5-HT¢ sobre la memoria en diversas pruebas

conductuales.
Antagonista

del receptor
5-HTs
SB-357134

SB 399885

SB-271046

SLV

Ro 04-6790

Efecto sobre la memoria

Mejora consolidaciéon (1-30
mg/kg).

Efecto anti-amnésico (1,3 o 10
mg/kg).

Anti-amnésico (10 y 15 mg/kg)
Mejora la memoria espacial (10
mg/kg)

Anti-amnésico (30 mg/kg)

Anti-amnésico (10 mg/kg).

Anti-amnésico (3-30 mg/kg)
Mejora memoria espacial (30
mg/kg)

Mejora la memoria de tipo
aversivo (30 mg/kg)

Mejora consolidaciéon y
Anti-amnésico (5 mg/kg)

Mejora la retencién de memoria de

reconocimiento (10 mg/kg)

Prueba conductual

Automoldeamiento

Condicionamiento por miedo
Laberinto acuatico de Mottis

Laberinto en T
Evitacién pasiva

Laberinto acuatico de Mottis
Reconocimiento de objetos
Laberintoen T

Evitacién pasiva
Automoldeamiento

Reconocimiento de objetos

novedosos

Referencia

Pérez-Garcfa y
Meneses (2005)

Woods ¢ al., (2012)
Marcos et al., (2010)
Da Silva Costa-Aze
et al., (2012)

Marcos et al., (2008)

de Bruin et al,

(2015)

Meneses (2001)

King ez al., (2009)

Afos mas tarde cuando fue posible sintetizar agonistas completos y con alta afinidad por el

receptor 5-HTs, Schechter ¢7 al., mediante estudios de microdialisis en ratas en libre movimiento
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reportaron que WAY-181187 de manera aguda aument6 los niveles de GABA en corteza
prefrontal medial, hipocampo dorsal, estriado y amigdala, mientras que, WAY-208466 de manera
cronica (14 dfas) también aument6 los niveles de GABA en corteza frontal. De manera interesante,
WAY-181187 disminuyé modesta pero significativamente los niveles de 5-HT y dopamina en
corteza frontal dorsolateral (Schechter e# al, 2008). Colectivamente, estos hallazgos demuestran
que la activacién del receptor 5-HTs aumenta los niveles de GABA en regiones cortico-limbicas

(Schechter ez al., 2008) que son relevantes para la formacion de la memoria.

Tabla 3. Efectos neuroquimicos de la modulacién del receptor 5-HTs en regiones cortico-limbicas.

Ligando 5-HT; Hallazgo Referencia
Antagonista SB-271046 (10 1 glutamato y aspartato en corteza frontal, Dawson e al, (2000)
mg/kg s.c. aguda) en ratas pero no en estriado.

Antagonista SB-271046 (10 1 glutamato en corteza prefrontal medial e Dawson ez al, (2001)

mg/kg s.c. aguda) en ratas hipocampo dorsal.

Antagonista 4-(2-Bromo-6- 1 acetilcolina en corteza frontal. Claus Riemer ef al,
pirrolidin-1-ilpiridina-4- (2003)
sulfonil) fenilamina (30

mg/kg p.o. aguda) en ratas

Agonista WAY-181187 (3, 1T GABA en corteza frontal dorsolateral, Schechter et al., (2008)
10 0 30 mg/kg s.c. aguda) hipocampo dorsal, estriado y amigdala.
en ratas
T GABA extracelular en corteza frontal sin
Agonista WAY-208466 (10 cambios en niveles de glutamato.
mg/kg s.c. 14 dias) en ratas

Actualmente, diversas compafifas farmacéuticas estan evaluando farmacos candidatos para el
tratamiento del déficit de memoria particularmente en la enfermedad de Alzheimer. Los estudios
clinicos de fase I han demostrado que diversos antagonistas del receptor 5-HTs son bien tolerados
en voluntarios sanos; asi, varios de estos antagonistas se han evaluado en estudios clinicos de fase
IT y III. Desafortunadamente, los resultados de los ensayos clinicos de fase III no han sido
satisfactorios como el caso de idalopiridina cuyos resultados muestran ausencia de eficacia en

pacientes con enfermedad de Alzheimer de leve a moderado tratados conjuntamente con
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donepezilo (inhibidor de la acetilcolinesterasa) (Ferrero e al., 2017). Estos fallos en los ensayos

clinicos de fase III (Ferrero ez al, 2017) probablemente se deban a que atn se desconoce los

mecanismos neuroquimicos mediante el cual antagonistas del receptor 5-HTj ejercen sus efectos

positivos en la memoria.

Diversos autores han sugerido que los efectos promnésicos y anti-amnésicos de antagonistas del

receptor 5-HTs se deben a un incremento en la actividad tanto de neuronas colinérgicas como

glutamatérgicas a través de receptores 5-HT; localizados en neuronas e interneuronas

GABAérgicas (véase Figura 9) (Codony ez al, 2011; Woods ¢t al., 2012; Helboe et al., 2015), sin

embargo, no hay evidencia experimental que demuestre la participacion de la actividad

GABAérgica en los efectos de antagonistas del receptor 5-HTs en condiciones fisiolégicas como

formacién de memoria o condiciones patologicas como amnesia.
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Figura 9. Mecanismo neuroquimico propuesto mediante el cual el bloqueo del receptor 5-HT;

evoca efectos promnésicos o anti-amnésicos. La hipétesis propuesta sugiere que el bloqueo de los

receptores 5-HT de neuronas e interneuronas GABAérgicas de hipocampo y corteza prefrontal disminuye

la liberacién de GABA y consecuentemente se desinhibe a neuronas colinérgicas y glutamatérgicas cuyos
neurotransmisores son responsable de mejorar la funcién cognitiva. Modificada de Codony et af, (2011).

El mecanismo probable mediante el cual el bloqueo del receptor 5-HT disminuye la liberacion

GABA se describe a continuaciéon. En primera instancia, la activacion del receptor 5-HTs en

neuronas e interneuronas promueve la activacion de la via del cAMP. Ademas, también se ha
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reportado que la activacion del receptor 5-HTs disminuye las corrientes de K* de los canales
GIRK responsables de la hiperpolarizacion de la membrana (Bonsi e a/., 2007). Cabe destacar que
desde hace varios afios, se sabe que la PKA activa a diversos canales de Ca?* en hipocampo (Hell
et al, 1995). Acorde a la idea anterior, recientemente, en motoneuronas del nematodo
Caernorhabditis elegans se demostr6é que la activacion de la PKA fosforila diversos canales de Ca?*
entre ellos los canales de tipo P/Q y tipo L que promueven el aumento intracelular de Ca2* y
consecuentemente la liberacion de GABA (Wang y Sieburth 2013). Por lo tanto, es posible esperar
que la activacion del receptor 5-HT active la PKA y esta enzima fosforile canales de Ca?* tipo
P/Q vy tipo L promoviendo la entrada de Ca?* que promueve la liberacion de GABA. En efecto,
la estimulacion del receptor 5-HTs aumenta la concentracion de Ca?* intracelular en cultivos

celulares (Riccioni ez al., 2011).

En conjunto, los mecanismos antes mencionados contribuyen a la despolarizaciéon de la
membrana, al aumento en la frecuencia de disparo y al aumento de Ca?* intracelular. El incremento
de Ca?" intracelular permite la activacion de proteinas implicadas en la exocitosis (ej. CaMKII,
sinaptofisina, etc.) de GABA. Por lo tanto, el bloqueo de los receptores 5-HTs disminuye la
actividad de canales de Ca?" y aumenta las corrientes K* en los canales GIRK promoviendo de
esta manera la hiperpolarizaciéon de la membrana y la disminucién de la liberacion de GABA. En
este trabajo, se estudia la participacion de la actividad GABAérgica en los efectos del antagonismo
del receptor 5-HTs en la memoria mediante la modulacion farmacologica del transportador GAT
1. Antes de revisar la participacion de GAT1 en la memoria, en primera instancia se detallan las

generalidades y la participacion del sistema GABAérgico en la memoria.

1.10 Participacion del sistema GABAérgico en la memoria: Generalidades

GABA es el principal neurotransmisor inhibitorio en el sistema nervioso central, es responsable
junto con el glutamato del balance general excitacion/inhibicion y también partticipa en la
regulacion de los procesos de memoria (Myhrer, 2003). Este neurotransmisor se forma a partir de
la descarboxilacion del glutamato mediante una enzima denominada acido glutamico
descarboxilasa (GAD) y es metabolizada a succinato mediante la acciéon secuencial de GABA-
transaminasa (GABA-T) y succinato semialdehido deshidrogenasa (SSADH) (Martin y Rimvall,
1993). Existen dos isoformas de GAD: GAD 65 y GAD 67 cuya nomenclatura estd en funciéon

del peso molecular. La enzima GAD 67 es la isoforma mas ampliamente distribuida en el sistema
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nervioso central. El mecanismo de recaptura de GABA esta mediado por cuatro diferentes tipos
de transportadores que, en la rata se denominan GAT1-4; el principal transportador de GABA en
terminales GABAéricas es el transportador GAT1 (Gonzalez-Burgos, 2010). Los efectos del
neurotransmisor GABA estain mediado por dos tipos de receptores, los receptores GABA 4 y los

receptores GABAB.

1.10.1 Receptores GABA4

Los receptores GABAA son canales i6nicos de Cl- activado por GABA, se componen de 5
subunidades de diversas clases (a1, 813, Y13, 6, €, 0, T y 01.3) y en la mayoria de los casos conservan
una estequiometria 2:2:1 para las subunidades a«, 3 y v, respectivamente (Rudolph y Méhler, 2000).
Los receptores GABAA pueden clasificarse en dos grupos: receptores GABAA que responden al
diazepam, un firmaco que se une al receptor GABAx e induce efectos tranquilizantes; y receptores
GABA. que no responden al diazepam (revisado en Kim y Yoon, 2017), no obstante, esto depende

de las diferentes combinaciones de las distintas subunidades.

Las propiedades farmacologicas de los receptores GABA 4 al igual que sus propiedades biofisicas
estan determinadas por la composicion idnica de distintas subunidades (Farrant y Nusser, 2005).
Entre los diferentes grupos farmacologicos que modulan la actividad de los receptores GABA A se
encuentran: benzodiacepinas, barbituratos, etanol, neuroesteroides, anestésicos inhalados, entre
otros. De estos grupos, las benzodiacepinas son las mas estudiadas y son moduladores alostéricos
positivos que se unen entre la subunidad o y y2 de receptores GABAA que contengan las
subunidades a1-3 0 a5 en combinacion con subunidades 8 y y2 (revisado en Solas, Puerta y Ramirez,
2015), en este grupo se encuentra el diazepam, el midazolam y el zolpidem. Una de las principales
funciones de los receptores GABAA es mediar la inhibicion ténica y fasica, como se revisa mas

adelante.

1.10.2 Receptores GABAg

Los receptores GABAg funcionales estan formado por la heterodimerizaciéon de dos subunidades
de siete segmentos transmembrana denominadas GABAgp1 y GABAg.. El receptor GABAg regula
tanto la actividad pre y postsinaptica. La co-expresion de las subunidades GABAp1 y GABAg2
permite el transporte de la subunidad GABAp; a la membrana celular y genera un receptor

funcional que puede acoplarse a vias de transduccion de sefiales para la inactivacién de canales de
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Ca?* activados por alto voltaje (Ca,2.1 y Ca,2.2) o los canales rectificadores entrantes de K* (Kir3).
La subunidad GABAg; alberga el sitio ortostérico de GABA mientras que la subunidad GABAg:
media la sefializacién acoplada a proteinas G. Las dos subunidades interactian por acoplamiento
alostérico tal que GABAgp2 incrementa la afinidad de GABAg; por agonistas y reciprocamente

GABAB; facilita el acoplamiento de GABAgp2a proteinas G (Bettler ez al., 2017).

1.10.3 Transmision GABAérgica

Tradicionalmente, se ha aceptado que los efectos inhibitorios de GABA estan mediados
principalmente por receptores GABAA que se localizan en contactos sinapticos, la apertura de
estos canales en neuronas maduras permite la entrada de iones Cl- y conduce a la hiperpolarizacion
de la membrana postsinaptica a través de los potenciales postsinapticos inhibitorios. En general,
los efectos inhibitorios de GABA pueden denominarse fasicos o tonicos. Se considera inhibicién
fasica cuando el GABA liberado de vesiculas presindpticas incrementa transitoriamente en la
sinapsis y activa a los receptores GABAA postsinapticos, de tal manera que el evento es espacial y
temporalmente especifico. En contraste, la inhibicién ténica se debe a que parte del GABA
sinaptico difunde hacia sitios extrasinapticos y activa a receptores GABAA localizados sobre
terminales presinapticas o en sinapsis vecinas de la misma neurona o neuronas adyacentes, por
tanto, una baja concentracion de GABA en el espacio extracelular puede activar de manera
persistente a estos receptores cuya temporalidad es distinta a la inhibicion fasica. En sintesis, la
principal caracteristica de la inhibicién fasica es la apertura rapida y sincrénica de un ndmero
relativamente pequefio de canales localizados en la sinapsis, mientras que, la inhibicién ténica
resulta de la activacion de receptores temporalmente dispersos que estan distribuidos sobre la

superficie neuronal (Farrant y Nusser, 2005).

A pesar de la amplia heterogeneidad de los receptores GABA,, ciertos subtipos muestran una
distribucién sinaptica que media la inhibicién fasica y una distribucion extrasinaptica que media la
inhibicién ténica. En general, aquellos receptores que contengan la subunidad y2 en asociacion
con subunidades a1, a2 0 a3 (ot1B2/3y2, a2B2/3y2 y @3B2/3y2) tienen una localizacion sinaptica mientras
que, receptores que contengan la subunidad o4, a5 0 o6 (PO, @4PS ¥y asPsy2) son

predominantemente extrasinapticos (Farrant y Nusser, 2005).
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Por otra parte, discriminar entre el efecto de la inhibicion fasica de la inhibiciéon ténica ha sido
posible gracias al desarrollo de farmacos con modulacién selectiva. Antagonistas competitivos y
no competitivos GABAérgicos muestran afinidad preferencial por determinados subtipos de
receptores GABAA que median la inhibicion ténica y fasica. En altas concentraciones, los
antagonistas selectivos de GABA, bicuculina y SR-95531(gabazina) o el bloqueador del canal
GABAA\ picrotoxina bloquean completamente todas las conductancias mediadas por este receptor.
En el rango sub-micromolar gabazina o penicilina bloquean selectivamente las corrientes fasicas,
mientras que, el diurético furosemida que también es un antagonista de los receptores GABAA,
bloquea preferencialmente las corrientes tonicas dado que furosemida presenta 200 veces mas
selectividad por receptores que contengan la subunidad o ¢ en comparaciéon con receptores que
contienen la subunidad « 1. Finalmente, el unico compuesto capaz de estimular las corrientes
inhibitorias ténicas es el agonista parcial o completo 4,5,6,7-tetrahidroisotiazol-[5, 4-c]piridin-3-ol
(THIP) de los receptores GABAA con composicion aaf33y2 y a4B30, respectivamente (revisado en

Farrant y Nusser, 2005).

1.11 Participacion de GABA en la memoria

Uno de los primeros trabajos en demostrar que GABA participa de manera importante en la
memoria fue realizado por Katz y Liebler quienes demostraron que la administracién sistémica
inmediatamente después de cada ensayo de un inhibidor de GABA transaminasa deteriora la
consolidacién de la memoria en una prueba de evitacion activa (Katz y Liebler, 1978) sugiriendo
que el incremento en los niveles de GABA interfiere con el proceso de consolidacién. En este
contexto, dado que GABA ejerce sus efectos a través de receptores GABAA y GABAg diversos
estudios han investigado su participacion en los procesos de memoria. Por ejemplo, la
administraciéon post-entrenamiento intra-amigdala o sistémica de baclofeno, un agonista de los
receptores GABAg en ratas deteriora la retenciéon de la memoria en la prueba de evitacion pasiva
y en la prueba de respuesta emocional condicionada (Castellano ez a/, 1989). De manera similar,
Zarrindast ¢f al., utilizando la prueba de evitacion pasiva observaron que la activacion hipocampal
de receptores GABAA (por muscimol) y GABAg (por baclofeno) deteriora la retencién de la
memoria (Zarrindast ez al., 2002). Por otra parte, diazepam en humanos deteriora el aprendizaje o
la adquisicién de la memoria de corto plazo (Ghoneim y Mewaldt, 1977), del mismo modo, otra

benzodiacepina lorazepam deteriora la memoria verbal en sujetos sanos (Preston e al., 1988).
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En contraste a la activacion de receptores GABAérgicos, la reduccion de su actividad a través de
antagonistas o agonistas inversos ha mostrado efectos opuestos. Por ejemplo, CGP 36742 un
antagonista de los receptores GABAp mejora la memoria en ratones, ratas y monos en diversas
pruebas conductuales (evitacién pasiva, reconocimiento social y condicionamiento visuo-espacial)
(Mondadori, Jaekel y Preiswerk, 1993), ademas, otro antagonista del receptor GABAs CGP 35348
revierte el efecto amnésico de escopolamina en la prueba de evitacién pasiva (Bianchi y Panerai,
1993). De manera similar, el bloqueo del receptor GABAA con flumazenil (modulador alostérico
negativo del sitio de unién de las benzodiacepinas) o CGS 8216 (agonista inverso) mejoran la

memoria especial en ratas (McNamara y Skelton, 1993).

En resumen, la participacion del sistema GABAérgico en la memoria permite obtener ciertas
conclusiones generales, entre ellas: farmacos que facilitan la neurotransmision GABAérgica a
través de la activacion de receptores GABAA o GABAg deterioran la memoria en modelos
animales y en humanos; y farmacos que reducen la neurotransmision GABAérgica a través del
bloqueo de receptores GABAA (Brioni, 1993) o GABA facilitan la memoria. Lo anterior sugiere
que, los niveles de GABA endégeno deben estar altamente regulados para modular los procesos
de memoria y es importante sefialar que uno de los principales mecanismos de regulacién de

GABA es a través de la recaptura mediada por los transportadores de GABA.

1.11.1 El Transportador GAT1: Estructura, localizacién y funcién

El transportador GAT1 es una proteina formada por 599 aminoacidos con 12 dominios
transmembrana cuya funcién principal es la recaptura de GABA por un mecanismo dependiente
de Na* y CI. Este transportador es codificado por el gen sk6al y pertenece a la familia de
transportadores de membrana SLC6. Estudios de microscopia electrénica indican que GAT1 se
expresan principalmente en la membrana plasmatica de neuronas y en menor medida en células
gliales, especificamente en terminales GABAérgicas y procesos gliales cercanos a sinapsis

GABAérgicas (Gonzalez-Burgos, 2010).

Ademas de la recaptura de GABA sinaptico, diversas funciones han sido asociadas al
transportador GAT1. Por ejemplo, en la region CA1l del hipocampo de ratones, la inhibicién
tarmacologica o la delecion génica de GAT1 bloquea de manera especifica la LTP inducida por la

estimulacion en rafaga teta que se relaciona con déficits de memoria (Gong ez al., 2009) lo que
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sugiere que GAT1 en hipocampo regula de manera precisa los niveles de GABA para el correcto

funcionamiento de la oscilacion teta y asf inducir la LTP.

1.11.2 Participacion de GAT1 en la memoria

Los modelos genéticos en ratones han permitido conocer en cierta medida la funcién del
transportador GAT1 en el aprendizaje y la memoria. En este sentido, se ha reportado que ratones
knock-ont para GAT1 muestran un deterioro del aprendizaje y memoria en la prueba de laberinto
acuatico de Morris en comparaciéon con ratones wild-type (Gong e al., 2009), asi mismo, la
sobreexpresion de GAT1 en ratones deteriora el aprendizaje asociativo y la memoria de

reconocimiento (Hu ez al., 2004).

En otro estudio, mediante el uso de ratones heterocigotos GAT1"/- se demuestra que este
genotipo mejora el rendimiento cognitivo en la prueba de evitacion pasiva y el laberinto acuatico
de Mortis, en el caso de la prueba de evitacion pasiva los ratones GAT1*/-muestran un incremento
significativo en la latencia de retencién en comparacion con ratones wild-type, mientras que,
ratones homocigotos GAT1~- muestran una disminucién significativa en la latencia de retencion;
en resumen estos resultados indican que la expresion heterocigota de GAT1 (reduccién en la
expresion de GAT1) mejora la memoria dependiente del hipocampo y que cierto aumento en la
activacion de la transmision GABAérgica es responsable de estos efectos sobre la memoria (Shi ez

al, 2012).

Consistente con los estudios genéticos, los estudios farmacologicos a nivel preclinico también
sugieren que el transportador GAT1 participa de manera importante en el aprendizaje y la
memortia. Por ejemplo, NNC-711 (0.5 y 1 mg/kg) un inhibidor selectivo (ICs0= 0.38 uM, con una
t1/2= 7-9 h y 30 min en alcanzar cerebro por via i.p.) del transportador GAT1 fue capaz de revertir
el efecto amnésico inducido por escopolamina en la prueba de evitacién pasiva; ademas, la
administracion diaria de NNC-711 (0.5 y 1.5 mg/kg) inmediatamente antes del aprendizaje
espacial reduce de manera significativa la latencia de escape en el laberinto acuatico de Morris
tanto en ratas adultas como envejecidas; estos resultados sugieren el potencial de los inhibidores
de GAT como agentes anti-amnésicos y aumentadores de la cognicién (O’Connell ef a/, 2001).
Recientemente, Salat ¢f a/,, reportaron en ratones que el inhibidor de GAT1 tiagabina (dosis de 10

y 30 mg/kg) no revierte el déficit de retencion inducido potr escopolamina en la prueba de
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evitacion pasiva, sin embargo, tiagabina (10 mg/kg) fue capaz de revertir este efecto amnésico en
el laberinto acuatico de Morris-radial (Salat ez a/., 2015). No obstante, también se han encontrado
efectos opuestos donde ratones tratados diariamente con tiagabina (20 mg/kg) exhiben un
deterioro en los ensayos de adquisicion de memoria espacial en el laberinto acuatico de Morris
(Schmitt y Hiemke, 2002). En sintesis, tanto los estudios genéticos como farmacolégicos sugieren
que la regulacién de los niveles de GABA en la sinapsis a través de GAT1 son responsables de los

efectos observados sobre la memoria.

Por otra parte, también se ha reportado que en la amnesia o la formaciéon de la memoria en la
prueba de automoldeamiento, GAT1 muestra patrones de expresion especificos en areas asociadas
ala memoria. En la formacion de la memoria, la expresion de GAT1 aumenta en corteza prefrontal
y disminuye en hipocampo y estriado; mientras que, en condiciones de amnesia, la expresiéon de
GAT1 disminuye en hipocampo y estriado, pero no en corteza prefrontal. Estos datos indican que
el transportador GAT1 esta asociado a patrones de expresion especificos en condiciones
fisiologicas y patologicas de la memoria (Tellez ez al, 2012) y que probablemente estos patrones
de expresion estén en funcion de los requerimientos de GABA en distintas estructuras cerebrales

y distintas condiciones de memoria, ya sean fisioldgicas o patologicas.

1.12 Paradigma de automoldeamiento

El automoldeamiento es una prueba conductual que permite estudiar la memoria declarativa
mediada por el hipocampo y la formacién de habitos mediada por el estriado. En esta prueba, un
animal privado de alimento es colocado en una camara de condicionamiento para encontrar pellets
de comida [estimulo incondicionado (EI)] en una determinada zona de alimentacion.
Posteriormente, se da un par secuencial de estimulos pavlovianos (estimulo-estimulo), como una
sefial luminosa o una palanca retractil iluminada [estimulo condicionado (EC)] y entrega de comida
(EI). Después de un nimero de determinadas presentaciones EC-EI, el animal se centra en el EC
y emite una respuesta instrumental [respuesta automoldeada o condicionada (RC)] tales como
presion de palanca o contacto al nose-poke (compartimiento cuya funcién es proporcionar el EC).
En este sentido, un incremento o disminucién en el numero de RC en los animales se considera
como una mejoria o deterioro de la memoria, respectivamente. Considerablemente, la respuesta
al nose-poke comparada con la respuesta de presion de palanca es mas facil de aprender en el caso

de roedores debido a que es una condicién mas “natural” a sus patrones conductuales (Meneses,
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2003; Aparicio-Nava e# al., 2018). En general, la prueba de automoldeamiento permite estudiar
distintos procesos de memoria y evaluar el efecto de diversas manipulaciones farmacolégicas en

la memoria.

2. JUSTIFICACION

Actualmente, el antagonismo del receptor 5-HT figura como una potencial estrategia terapéutica
para el tratamiento de los déficits de memoria; no obstante, los mecanismos neuroquimicos
implicados son poco conocidos. Diversos estudios sugieren que estos antagonistas ejercen sus
efectos positivos sobre la memoria a través de la disminucién de la actividad GABAérgica de
neuronas e interneuronas, sin embargo, a la fecha no hay evidencia que lo demuestre. Por otra
parte, evidencia experimental sugiere que la modulacién negativa del transportador GAT1 puede
afectar diferencialmente a la memoria. Por lo tanto, estudiar el efecto de la combinacién del
antagonismo del receptor 5-HTj y de la inhibicién del transportador GAT1 en la formacién de la
memoria y la amnesia puede dilucidar la participaciéon de GABA en los efectos de antagonistas del

receptor 5-HTj en distintas condiciones de memoria.

3. HIPOTESIS

La inhibicién farmacoldgica del transportador GAT1 evita los efectos promnésicos y anti-

amnésicos del antagonismo del receptor 5-HTé.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la inhibicién del transportador GAT1 sobre el antagonismo del receptor 5-

HTs en la formacion de la memoria y la amnesia.

5. OBJETIVOS PARTICULARES

Mediante la prueba de automoldeamiento determinar el efecto de la administracion sistémica de:

1. Un antagonista del receptor 5-HT¢ y de un inhibidor selectivo del transportador GAT1 en
la memoria de corto y largo plazo.
2. Un antagonista del receptor 5-HT y de un inhibidor del transportador GAT1 en modelos

de amnesia inducido por escopolamina o dizocilpina.

34



3. Lacombinacion de un antagonista del receptor 5-HTs y de un inhibidor selectivo de GAT1
en la memoria de corto y largo plazo.
4. Lacombinacioén de un antagonista del receptor 5-HTs y de un inhibidor selectivo de GAT1

en un modelo de amnesia inducido por escopolamina o dizocilpina.

6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Animales

Se utilizaron ratas Wistar machos de 12-15 semanas de edad procedentes del bioterio del Cinvestav
unidad Coapa. Las ratas se mantuvieron bajo las siguientes condiciones de laboratorio: grupos de
6 a 7 animales por caja, ciclo luz-oscuridad de 12 horas (la luz se encendia a las 7:00 am),
temperatura constante de 23 *+ 1 °C, agua y alimento (LabDiet 5008) ad /ibitum. Todos los
experimentos se realizaron de acuerdo con los lineamientos del comité interno para el cuidado y

uso de animales de laboratorio de la institucidon considerando la NOM-062-1999.

6.2 Restriccion de alimento

Los animales fueron sometidos a una reduccion gradual de alimento durante 5-6 dfas hasta
alcanzar el 85% de su peso inicial. Una vez alcanzado el peso deseado, este se mantuvo
permitiendo que los animales se alimentaran por un periodo de 30 minutos ad /ibitum durante

todos los dfas de experimentacion. Al finalizar los experimentos los animales fueron sacrificados

con COa.

6.3 Paradigma de automoldeamiento
La prueba conductual de automoldeamiento fue utilizada para evaluar MCP y MLP. Esta prueba
ha sido descrita a detalle por Meneses (2003), véase el apartado “paradigma de automoldeamiento”

en la seccion de introduccion.

La prueba de automoldeamiento se realiz6 en camaras operantes de condicionamiento (Coulbourn
Instruments, Lehigh Valley, PA) cuyas dimensiones internas son: 25 cm de ancho, 29 cm de
longitud y 25 cm de altura. El control y registro de las camaras se realizé mediante el software
WinLinc versiéon 3.002. Las camaras estuvieron equipadas con un comedero (zona de
alimentacion) y una fotocelda que detect6é el numero de contactos al comedero. Las respuestas

condicionadas fueron registradas mediante el operando nose-poke, el cual es un complemento
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adaptado a la camara operante y consiste en un orificio donde la rata puede introducir su nariz

como resultado de la exploracién o aprendizaje.

6.3.1 Fase de entrenamiento

Cada rata se colocé dentro de una camara experimental por un periodo de 10 a 15 minutos
teniendo acceso a 59 pellets de comida (45 mg cada uno) previamente depositados en el comedero.
Una vez que la rata comi6 todos los pellets y registré 150 contactos al comedero (contabilizados
con una fotocelda), inicié una sesiéon de 10 ensayos, cada ensayo consistié en la presentacion de
la iluminacién del operando nose-poke (estimulo condicionado, EC) por un periodo de 8
segundos seguida de la entrega de un pellet de comida (estimulo incondicionado, EI), el tiempo
entre ensayos fue de 60 s. Si el animal introducia la nariz en el momento que el nose-poke se
encontraba iluminado, este se apagaba e inmediatamente se entregaba el pellet de comida; a la
asociacion EC-EI se le consider6 como una respuesta condicionada (RC). El aumento o
disminucién en el nimero de RC fue indicativo de una mejora o un deterioro de la memoria,

respectivamente.

6.3.2 Fase de prueba: Evaluacion de memoria de corto y largo plazo

Inmediatamente después de la fase de entrenamiento, los animales recibieron tratamiento
farmacolégico o vehiculo correspondiente y nuevamente entraron a las camaras operantes para
evaluar la memoria de corto plazo (1.5 h post-entrenamiento) y la memoria de largo plazo (24 y
48 h post-entrenamiento). En cada caso, la prueba consistié en 20 ensayos como se describid

anteriormente y el resultado se presenta como % RC.

6.4 Farmacos

Se utilizaron los siguientes farmacos: 1) dizocilpina (i.p.) un antagonista no competitivo del
receptor NMDA, 2) escopolamina (i.p.) un antagonista no selectivo de los receptores
muscarinicos, estos compuestos son utilizados para modelar amnesia, 3) SB-357134 (p.o.) un
antagonista del receptor 5-HTe, y 4) NNC-711 (i.p.) un inhibidor selectivo del transportador
GAT1. Todos los farmacos, con excepcion de SB-357134, se disolvieron en solucion salina y se
administraron en un volumen de 1 ml/kg. En el caso de SB-357134, se disolvi6 en metilcelulosa

al 25% y se administr6 en un volumen de 2 ml/kg.
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6.5 Disefo experimental
En la Figura 10 se representa el disefio experimental para evaluar los distintos tratamientos

farmacolégicos o vehiculos correspondientes en la prueba de automoldeamiento.

Periodo de prueba

o
o L

Figura 10. Disefio experimental general de trabajo. La prueba de automoldeamiento consta de dos sesiones:

Entrenamiento: 10 ensayos
Prueba: 20 ensayos

entrenamiento (10 ensayos) y prueba (20 ensayos). Los animales son sometidos inicialmente a la sesion de
entrenamiento. Inmediatamente después del entrenamiento los animales reciben el tratamiento farmacolégico
o vehiculo correspondiente y a las 1.5 h son sometidos a la sesién de prueba para evaluar memoria de corto
plazo; a las 24 y 48 h post-entrenamiento nuevamente los animales son sometidos a la prueba de
automoldeamiento para evaluar la memoria de largo plazo.

6.6 Grupos experimentales

En la Figura 11 se muestran los diferentes tratamientos farmacologicos utilizados para evaluar su
efecto en la formacién de la memoria en la prueba de automoldeamiento. Inicialmente, se
caracterizé el efecto de cada uno de los farmacos de manera individual en el protocolo de
formacion de la memoria: SB-357134 (0.5, 1 y 3 mg/kg; dosis basadas del estudio de Pérez-Gatcia
y Meneses, 2005), NNC-711 (0.25, 0.5 y 1 mg/kg; dosis basadas en el estudio de O Connell ¢ .,
2001), escopolamina (0.25 mg/kg) y dizocilpina (0.1 y 0.2 mg/kg). Una vez superado lo antetior,
se procedié a combinar NNC-711 + escopolamina o dizocilpina para determinar el efecto de la
inhibiciéon de GAT1 en modelos de amnesia y, de igual manera, se evalué la combinacién de SB-
357134 + escopolamina o dizocilpina para validar el efecto anti-amnésico de SB-357134.
Posteriormente, se procedi6 a evaluar el efecto de la coadministracion de SB-357134 + NNC-711
para determinar si el aumento de GABA extracelular a través de la inhibicion de GAT1 modifica

la respuesta de SB-357134.
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Por ultimo, en experimentos de triple coadministracion se evalué el efecto de SB-357134 + NNC-
711 + dizocilpina o escopolamina para determinar si el efecto anti-amnésico de SB-357134 se
modifica por la inhibicién de GATT1. El intervalo entre administraciones farmacolégicas fue de 5
minutos. El orden de administracion en experimentos de combinacién es idéntico al orden de
presentacion de una combinacién, por ejemplo, SB-357134 + NNC-711 indica que primero se

administré SB-357134 y posteriormente NNC-711.

$B-357134 (0.5,1y3 |~ NNC-711 + -
mg/kg p.o. ?) escopolamina
'NNC-711(0.25,0.5y 1. - — SB-357134 + NNC-711+
mg/kg g3 | NNC-711 + Dizocilpina Pizocilpina
SB-357134 + L
Dizocilpina (0.1y 0.2 :
me/kgi.p.) escopolamina SB-3§7:.34 +NNC-711+
SB-357134 + SR
Escopolamina (0.25 Dizocilpina
mg/kgi.p.)
Vehiculos (solucién SB-357134 + NNC-711 }
salinai.p.o
metilcelulosa 25% p.o.) | -

1 De acuerdo con Pérez-Garcia y Meneses (2005)
2 De acuerdo con O’Connel et al. (2001)

Figura 11. Grupos farmacolégicos a evaluar en el protocolo de formacion de la memoria en la prueba
de automoldeamiento. Los recuadros azules muestran los grupos farmacolégicos correspondientes al
primer objetivo particular, los recuadros verdes corresponden al segundo objetivo particular, el recuadro gris
al tercer objetivo y finalmente los recuadros naranjas corresponden al cuarto objetivo particular.

6.7 Analisis estadistico

Los resultados se presentan como la media * error estandar de % respuesta condicionada (% RC)
de 7 a 10 animales por grupo experimental. Para la comparacion de grupos en cada tiempo (1.5,
24 0 48 h) se utiliz6 un ANOVA de una via. Se utiliz6 una prueba post hoc de Dunnett cuando se
realizaron comparaciones con respecto a un grupo control, mientras que, la prueba post hoc Tukey
se us6 para comparaciones multiples entre grupos. Como criterio de significancia se utilizé un

valor de p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Formacion de la memoria en la prueba de automoldeamiento
La formacion de la memoria en la prueba de automoldeamiento es un proceso de aprendizaje

progresivo dependiente del tiempo (véase Figura 12). Durante la memoria de corto plazo (MCP)
los animales mostraron una media de 8 £ 1.1 % RC y de manera paulatina durante la memoria de
largo plazo (MLP); la respuesta aument6 a 16 £ 2.87 % RC y 31 £ 4.9 % RC a las 24 y 48 h,
respectivamente. Una mejora significativa en la memoria se observo a las 48 h con respecto a las

1.5 h (p<0.001).

Formacion de la memoria
50+

% Respuesta condicionada

1.5h 24 h 48 h

MLP

Tiempo

Figura 12. Formacién de la memoria en la prueba de automoldeamiento. Los animales mostraron un
aumento progresivo en el % RC durante la MCP y la MLP. Los resultados representan la media * error
estandar de % RC de los animales. ANOVA de una via. p<0.001 »5 1.5 h. n= 10.

7.2 Efecto del antagonismo del receptor 5-HTs en la formacién de la memoria

La administracién post-entrenamiento del antagonista del receptor 5-HTs SB-357134 en dosis de
3 mg/kg aument6 de manera significativa el % RC (23.13 + 4.32) en la MCP »s el grupo tratado
con vehiculo (9 £ 1 % RC) (»p<0.01) (véase Figura 13). En contraste, en la MLP ninguna de las
dosis evaluadas de SB-357134 (0.5-3 mg/kg) mostraron efectos significativos sobre la memoria
con respecto al grupo tratado con el vehiculo metilcelulosa 25 %. Estos resultados sugieren que
el antagonismo del receptor 5-HTs mejora la MCP, un resultado que hasta ahora no ha sido

reportado en la prueba de automoldeamiento.
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Figura 13. Efecto de SB-357134 en la formacion de la memoria en la prueba de automoldeamiento. El
antagonismo del receptor 5-HT¢ con SB-367134 en dosis de 3 mg/kg mejord la MCP, pero no la MLP. Los
resultados representan la media T error estindar de % RC. ANOVA de una via, post hoc Dunnett; **p<0.01 »s
metilcelulosa 25%. n=7-10.

7.3 Efecto de la inhibicién de GAT1 en la formacion de la memoria

Para evaluar el efecto de la inhibicion de GAT1 en la formacion de la memoria, se utilizé al
inhibidor selectivo de GAT1 NNC-711, compuesto que ya ha sido evaluado en diferentes
paradigmas de memoria (O Connell ez /. 2001). Se evalu6 NNC-711 en dosis de 0.25, 0.5 y 1
mg/kg y se encontré6 que NNC-711 en dosis de 0.5 mg/kg en MCP aumenta de manera
significativa el % RC (20 £ 2.78 % RC) »s el grupo tratado con vehiculo solucién salina (8 £ 1.1
% RC; p<0.05) (véase Figura 14).

MCP (1.5 h) MLP (24 h) MLP (48 h)
50
401
30
* ok

204

104

% Respuesta condicionada
% Respuesta condicionada
% Respuesta condicionada

04

B solucién salina 0.9% Bl NNC-711 0.5 mg/kg
B NNC-7110.25 mg/kg HE NNC-711 1 mg/kg

Figura 14. Efecto de NNC-711 en la formacién de la memoria en la prueba de automoldeamiento. El
inhibidor de GAT1 NNC-711 afecté diferencialmente a la memoria, en dosis de 0.5 mg/kg mejor6 la MCP
mientras que, en dosis de 0.5 o 1 mg/kg deterioré la MLP a las 48 h post-entrenamiento. Los resultados
representan la media * error estandar de % RC. ANOVA de una via, post hoc Dunnett; *¥p<0.01 »s solucion
salina. n=7-10.
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En contraste, a las 24 h no se observaron diferencias significativas, pero a las 48 h NNC-711 en
dosis de 0.5 (9.5 £ 2.16 % RC) y 1 mg/kg (10 + 3 % RC) mostré un efecto amnésico dado que
ambas dosis disminuyeron de manera significativa el % RC vs el grupo control (31 £ 4.9) p<0.01.
Estos hallazgos sugieren que la inhibicién de GAT1 afecta diferencialmente a la formacién de la

memoria de manera tiempo-dependiente.

7.4 Induccion de amnesia por hipofuncién colinérgica e hipofuncion glutamatérgica
en la formacion de la memoria

En este estudio se evaluaron los compuestos amnésicos escopolamina y dizocilpina cuyo efecto
es mediado por una hipofuncién colinérgica y una hipofuncién glutamatérgica, respectivamente.
Las medias del %RC en el orden 1.5 h, 24 h y 48 h de los siguientes grupos fueron: dizocilpina
(0.1 mg/kg) 0.62 £ 0.62, 8.12 + 1.3 y 6.25 * 2.26; dizocilpina (0.2 mg/kg) 0.62 *+ 0.62, 8.75 +
1.83 y 6.62 + 2.74; y escopolamina (0.25 mg/kg) 0.62 £ 0.62, 13.13 £ 3.65 y 15 + 2.74. El
compuesto dizocilpina en dosis de 0.1 y 0.2 mg/kg disminuy6 significativamente el % RC tanto
en la MCP (p<0.001) como a las 48 h de la MLP (»p<0.001) con respecto al grupo control
correspondiente. De manera similar, estos efectos también fueron observados en el grupo tratado
con escopolamina en dosis de 0.25 mg/kg (véase Figura 15). En sintesis, estos hallazgos validan
que escopolamina y dizocilpina en las dosis evaluadas simulan amnesia en la prueba de

automoldeamiento.

MCP (1.5 h) MLP (24 h) MLP (48 h)

501 507

40 404

30 30

201
101 i | i
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@ solucion salina Il Dizocilpina 0.2 mg/kg
I pizocilpina 0.1 mg/kg Bl Escopolamina 0.25 mg/kg

204

% Respuesta condicionada
% Respuesta condicionada

% Respuesta condicionada

Figura 15. Efecto de escopolamina y dizocilpina en la formacion de la memoria en la prueba de
automoldeamiento. Tanto escopolamina como dizocilpina disminuyeron significativamente el % RC en MCP
y MLP (48 h) elucidando un efecto amnésico. ANOVA de una via, post hoc Dunnett; *p<0.05 o0 ***p<0.001 »s
solucién salina. n=8 o 10.
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7.5 Efecto del antagonismo del receptor 5-HTs en un modelo de amnesia inducido
por escopolamina

Para determinar el posible efecto anti-amnésico del bloqueo del receptor 5-HTs en un modelo de
hipofuncién colinérgica, se evalué el efecto de la combinaciéon SB-357134 (3 mg/ke) y
escopolamina (0.25 mg/kg) dado que en experimentos previos tales dosis se encontraron como
dosis efectivas. Acorde a lo esperado, SB-357134 evité el efecto anmésico inducido por
escopolamina (»p<0.01). De manera interesante, este efecto anti-amnésico solo se observé en la
MCP, no se encontraron efectos significativos en la MLP (véase Figura 16). En sintesis, bajo
nuestras condiciones experimentales, tales resultados validan que el bloqueo del receptor 5-HTg

evita los efectos amnésicos inducidos por escopolamina en la MCP.
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Figura 16. Efecto de SB-357134 en un modelo de amnesia inducido por escopolamina en la prueba de
automoldeamiento. SB-35734 (3 mg/kg) evit6 el efecto amnésico inducido por escopolamina en la MCP,
pero no en MLP. ANOVA de una via, post hoc Tukey; *p<0.05, *p<0.01 o **p<0.001 »s vehiculo
correspondiente; ++p<0.01 »s escopolamina 0.25 mg/kg. n=8 o 10.

7.6 Efecto del antagonismo del receptor 5-HTs en un modelo de amnesia inducido
por dizocilpina

Para determinar el posible efecto anti-amnésico del bloqueo del receptor 5-HT en un modelo de
amnesia por hipofuncion glutamatérgica, se evalué el efecto de la combinaciéon SB-357134 (3
mg/kg) y dizocilpina (0.1 mg/kg) dado que previamente tales dosis mostraron efectos
significativos sobre la memoria. Tal como se esperaba, SB-357134 mostr6 un efecto anti-
amnésico. En particular, SB-357134 (3 mg/kg) evitd el efecto amnésico inducido por dizocilpina

en la MCP (p<0.05), pero no en la MLLP, no obstante, el grupo tratado con SB-357134 mostr6 una
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clara tendencia a aumentar el % RC durante las 24 y 48 h en comparacién con el grupo tratado
con dizocilpina (véase Figura 17). Estos hallazgos indican que el bloqueo del receptor 5-HT evita

el efecto amnésico inducido por dizocilpina en la MCP.
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Figura 17. Efecto de SB-357134 en un modelo de amnesia inducido por dizocilpina en la prueba de
automoldeamiento. SB-35734 (3 mg/kg) evit6 el efecto amnésico inducido por dizocilpina en la MCP, pero
no en MLP. ANOVA de una via, post hoc Tukey; *p<0.05 o ***p<0.001 »s vehiculo correspondiente; +p<0.05
vs dizocilpina 0.1 mg/kg. n=8 o 10.

7.7 Efecto de la inhibiciéon de GAT1 en un modelo de amnesia inducido por
escopolamina

En experimentos de interaccion, para determinar el efecto de la inhibicion de GAT1 en un modelo
de hipofuncién colinérgica, se evalué el efecto de la combinacién de NNC-711 (0.5 mg/kg) y
escopolamina (0.25 mg/kg) en la prueba de automoldeamiento. En la MCP, NNC-711 no evitd
el efecto amnésico inducido por escopolamina. Sin embargo, la combinacion NNC-711 +
escopolamina mostr6 una disminucion significativa con respecto al grupo tratado con NNC-711
(0.5 mg/kg; p<0.001) (véase Figura 18). Ademas, esta combinacién no mostré diferencias
significativas respecto a NNC-711 o escopolamina tanto a las 24 como 48 h post-entrenamiento.
Estos hallazgos indican  una interaccién entre la neurotransmision colinérgica y GABAérgica

durante la MCP.
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Figura 18. Efecto de la inhibicion de GAT1 en un modelo de amnesia inducido por escopolamina en
la prueba de automoldeamiento. L.a combinacion NNC-711 (0.5 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg) no
evit6 el efecto amnésico de escopolamina en MCP ni a las 48 h de la MLP. Los resultados representan la media
t error estandar de % RC. ANOVA de una via, post hoc Tukey; *p<0.05 o **p<0.001 »s salina; +++p<0.001
»s NNC-711 0.5 mg/kg. n=8-10.

7.8 Efecto de la inhibicién de GAT1 en un modelo de amnesia inducido por
dizocilpina

Para determinar el efecto de la inhibicion de GAT1 en un modelo de amnesia por hipofuncién
glutamatérgica, se evalué el efecto de la combinacion NNC-711 (0.5 mg/kg) y dizocilpina (0.1
mg/kg) en la prueba de automoldeamiento. La combinacién de NNC-711 + dizocilpina evit6 de
manera significativa (9.4 + 2.4 % RC) el efecto amnésico de dizocilpina (0.62 £ 0.62 % RC) en la
MCP (p<0.05) (véase Figura 19).

MCP (1.5 h) MLP (24 h) MLP (48 h)

1 "

Il solucion salina Il Dizocilpina 0.1 mg/kg
I NNC-711 0.5 mg/kg Hll NNC-711 + Dizocilpina

@
o
1
@
o
@
=)

IS
o

1
IN
o

i

W
o
1
w
=)
L
w
o

* %

N
o
1

+

m

N
o
N
o

-
o
1
-
o
-
5}

% Respuesta condicionada

o
I
o

% Respuesta condicionada
o
|

% Respuesta condicionada

Figura 19. Efecto de la inhibiciéon de GAT1 en un modelo de amnesia inducido por dizocilpina en la
prueba de automoldeamiento. La combinacion NNC-711 (0.5 mg/kg) + dizocilpina (0.1 mg/kg) evit6 el
efecto amnésico de dizocilpina en MCP. Los resultados representan la media * error estindar de % RC.
ANOVA de una via, post hoc Tukey; ¥p<0.05, **»<0.01 o p<0.001 »s solucién salina; +p<<0.05 »s dizocilpina 0.1
mg/kg. n=8-10.
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En contraste, en la MLP no se observaron diferencias significativas entre los tratamientos. Estos
resultados indican que la inhibicion de GAT1 es efectiva para evitar el establecimiento de la

amnesia por hipofuncién glutamatérgica en la MCP.

7.9 Efecto de la inhibiciéon de GAT1 sobre la respuesta de SB-357134 en la formacion
de la memoria
Resultados previos en este trabajo demostraron que SB-357134 en dosis de 3 mg/kg y NNC-711

en dosis de 0.5 mg/kg son dosis efectivas en la prueba de automoldeamiento. De acuerdo con lo
anterior, para determinar si el aumento de la neurotransmision GABAérgica modifica la respuesta
del bloqueo del receptor 5-HTs en la formaciéon de la memoria, se evalu6 el efecto de la
coadministracién de SB-357134 y NNC-711 en dosis efectivas en la formacion de la memoria. La
combinacion SB-357134 + NNC-711 (6.8 £ 2.6 % RC) disminuy6 de manera significativa el %
RC tanto de SB-357134 (23.57 = 4.9 % RC; p<0.01) como de NNC-711 (20 *+ 2.78 % RC; p<0.01)
en MCP (véase Figura 20). Respecto a MLP, esta combinacién no mostré efectos significativos,
no obstante, a las 48 h la combinacién SB-357134 + NNC-711 mostré un incremento (20. 63 *
3.2), aunque no de manera significativa en el % RC en comparaciéon con el grupo tratado con

NNC-711 (9.5 £ 2.16; p<0.080).
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Figura 20. Efecto de la combinacién de SB-357134 + NNC-711 en la formacion de la memoria. La
combinaciéon SB-357134 (3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) evité de manera significativa los efectos
facilitadores en MCP tanto de NNC-711 como de SB-357134. Los resultados representan la media t+ error
estandar de % RC. ANOVA de una via, post hoc Tukey; *p<0.05 o **p<0.01 »s vehiculo correspondiente,
++<0.01 25 SB-357134 (3 mg/kg) o NNC-711 (0.5 mg/kg). n=8-10.

Estos resultados sugieren que, la disminucion de la neurotransmision GABAérgica es necesaria

para evocar el efecto pro-memoria del antagonismo del receptor 5-HTs en la MCP dado que el
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aumento de la neurotransmision GABAérgica (a través de la inhibicion de GAT1) elimina el efecto

facilitador de SB-357134.

7.10 Efecto de la inhibicién de GAT1 sobre la respuesta de SB-357134 en un modelo
de amnesia inducido por escopolamina
En experimentos previos se encontrd que la inhibiciéon de GAT1 evita el efecto promnésico de

SB-357134. Para probar si la inhibicién de GAT1 modifica el efecto anti-amnésico de SB-357134
en un modelo de amnesia inducido por escopolamina, se evalu6 el efecto de la coadministracion
SB-357134 (3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg) en la prueba de
automoldeamiento. De manera interesante, el grupo tratado con SB-57134 + NNC-711 +
escopolamina mostré una disminucion significativa (0 £ 0) en el % RC con respecto al grupo
tratado con SB-357134 (3 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg) (11 + 1.24) en la MCP (p<0.05),
pero no en MLP. No se observaron diferencias significativas entre el grupo con la triple
administraciéon con respecto a NNC-711 (0.5 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg) o con
respecto a escopolamina (0.25 mg/kg) (véase Figura 21). En conjunto, estos hallazgos indican
que el aumento de la neurotransmision GABAérgica a través de la inhibicion de GAT1 anula el

efecto anti-amnésico del bloqueo del receptor 5-HTe.
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Figura 21. Efecto de la combinacion SB-357134 + NNC-711 + escopolamina en la prueba de
automoldeamiento. La combinacién SB-357134 (3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) + escopolamina (0.25
mg/kg) anul6 el efecto anti-amnésico de SB-357134 (3 mg/kg) en la MCP. Los resultados representan la media
+ error estandar de % RC. ANOVA de una via, post hoc Tukey; *p<0.05, **p<0.01 o ***p<0.001 zs vehiculo
correspondiente, +++p<0.001 »s NNC-711 (0.5 mg/kg); &»<0.05 »s escopolamina (0.25 mg/kg); #<0.05 vs
SB-357134 (3 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg). n=8-10. Para una mejor comprension de la grifica, las
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lineas discontinuas muestran la separacién de tratamientos individuales, combinacién de dos compuestos y
combinaciéon de tres compuestos.

7.11 Efecto de la inhibicion de GAT1 sobre la respuesta de SB-357134 en un modelo
de amnesia inducido por dizocilpina

Para probar si la inhibicion de GAT1 modifica el efecto anti-amnésico de SB-357134 en un
modelo de amnesia inducido por dizocilpina, se evalu6 el efecto de la coadministracién SB-357134
(3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) + dizocilpina (0.1 mg/kg) en la prueba de automoldeamiento.
La combinacién de SB-357134 + NNC-711+ dizocilpina tanto en la MCP como en la MLP, no
mostré diferencias significativas con respecto al grupo tratado con NNC-711 (0.5 mg/kg) +
dizocilpina (0.25 mg/kg o con respecto al grupo tratado con dizocilpina (0.1 mg/kg). Sin embargo,
aunque no se encontraron diferencias significativas en el % RC entre el grupo tratado con la triple
administraciéon (SB-357134 + NNC-711 + dizocilpina) y el grupo tratado con SB-357134 (3
mg/kg) + dizocilpina (0.1 mg/kg), hubo una notable tendencia a disminuir el % RC en el grupo
con la triple administracién en comparaciéon al grupo SB-357134 + dizocilpina tanto en MCP
como en MLP (véase Figura 22). En conjunto, estos resultados indican que la inhibicién de GAT1

disminuye parcialmente el efecto anti-amnésico del bloqueo del receptor 5-HTg, particularmente,

en la MCP.
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Figura 22. Efecto de la combinaciéon SB-357134 + NNC-711 + dizocilpina en la prueba de
automoldeamiento. L.a combinacién SB-357134 (3 mg/kg) + NNC-711 (0.5 mg/kg) + dizocilpina (0.1
mg/kg) disminuyd, pero no significativamente, el efecto anti-amnésico de SB-357134 (3 mg/kg) en la MCP.
Los resultados representan la media + error estandar de % RC. ANOVA de una via, post hoc Tukey; *p<0.05,
*p<0.01 o **p<0.001 25 vehiculo correspondiente, +p<0.05 »s dizocilpina (0.1 mg/kg). n=8-10. Para una
mejor comprension de la grafica, las lineas discontinuas muestran la separacién de tratamientos individuales,
combinacién de dos compuestos y combinacion de tres compuestos.
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8. DISCUSION

8.1 El antagonismo del receptor 5-HTj facilita la MCP durante la formacion de la
memoria
En este trabajo se evalu6 el efecto del antagonista del receptor 5-HTs SB-357134 a dosis de 0.5-3

mg/kg sobre la formacién de la memoria. De manera interesante, se observé que el SB-357134 a
la dosis de 3 mg/kg mejoré la memoria de corto plazo, pero no la MLP. Consistente con nuestro
hallazgo, Meneses ¢f al., reportaron que la estimulacién del receptor 5-HTs con EMD 386088 (5
mg/kg i.p.) deteriora la MCP y la MLP en una prueba de aprendizaje asociativo/instrumental
(Meneses ¢ al., 2008). Asi mismo, en un estudio reciente se demostré que EMD 386088 (2 mg/kg
i.p.) en ratones C57BL/6] deteriora la memoria de trabajo espacial en la prueba de alternancia
espontanea (Amodeo ¢ al., 2018), una prueba que evalia memoria de corto plazo. Cabe mencionar
que la activacion del receptor 5-HTs con WAY 181187 disminuye la LTP hipocampal (West ez al.,
2009). Por lo tanto, la activacion del receptor 5-HT parece deteriorar l]a memoria mientras que su

bloqueo facilita la memoria.

Anteriormente, Pérez-Garcia y Meneses encontraron que a las dosis de 1-30 mg/kg SB-357134
mejor6 la MLP en la prueba de automoldeamiento (Pérez-Garcia y Meneses, 2005); en nuestro
estudio no se encontraron efectos significativos de SB-357134 en MLP. Esta aparente discrepancia
puede deberse a diferencias en protocolos y tipo de operando utilizados (indicador de estimulo
condicionado). Pérez-Garcia y Meneses emplearon un protocolo de consolidaciéon y como
operando palanca retractil, mientras que en nuestro estudio se utilizé un protocolo de MCP y MLLP
(formacién de memoria) y como operando el nose-poke. En este contexto, recientemente nuestro
grupo de trabajo reporté que el operando nose-poke aumenta la tasa de respuestas en la prueba
de automoldeamiento en comparacion con el operando palanca retractil (Aparicio-Nava e al.,
2018). Por lo tanto, es posible esperar diferencias cuando se comparan dosis farmacologicas de un

tratamiento y se utilizan distintos operandos para medir memoria.

Por otra parte, a diferencia de la MLP, la MCP no requiere de sintesis de proteinas, pero si de
modificaciones postransduccionales como fosforilacién de proteinas (Kandel, 2001; Kandel ez 4/,
2014). En modelos fisiolégicos de plasticidad sindptica se ha documentado que durante la

induccion de la LTP se requiere de fosforilacion de receptores AMPA para aumentar la eficiencia
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sindptica. Diversas proteinas intracelulares como la PKA, CaMKII y PKMZ, (isoforma de PKC)
son responsables de fosforilar a los receptores AMPA (Sweatt, 2010).

En este estudio, se demuestra que SB-357134 mejora la MCP, pero no la MLP. La cuestién en
contexto es scual es el mecanismo molecular mediante el cual el antagonismo del receptor 5-HT'
mejora la MCP? Para entender el posible mecanismo implicado hay que considerar la distribucion
espacial del receptor 5-HTe. Diversos estudios demuestran que el receptor 5-HT se expresa en
neuronas e interneuronas GABAérgicas (West et al, 2009; Helboe et al., 2015). Sin embargo,
aunque se desconoce si hay modificaciones postraduccionales de proteinas en neuronas
GABAérgicas durante la formacién de la memoria, es probable que la disminucion de la actividad
de PKA por el bloqueo de los receptores 5-HT en tales poblaciones neuronales, disminuya la
actividad de los receptores AMPA por disminucion de su fosforilacién y como consecuencia se
disminuya la respuesta excitatoria de las neuronas e interneuronas GABAérgicas. Asi mismo, el
bloqueo de los receptores 5-HTs disminuye la frecuencia de disparo por el aumento de corrientes
de K* de los canales GIRK (Bonsi ¢7 a/., 2007). Colectivamente, la hiperpolarizacién de neuronas
e interneuronas GABAérgicas permite la reduccién del tono GABAérgico sobre neuronas

colinérgicas y glutamatérgicas.

Por otra parte, durante la consolidacién de la memoria en la prueba de automoldeamiento el
mRNA del receptor 5-HTs tiende a disminuir en hipocampo, estriado y corteza prefrontal
(Huerta-Rivas ef al., 2010). De manera similar, la formacioén de la memoria espacial se asocia a una
disminucién en la expresion del receptor 5-HT en la region CA3 del hipocampo (Marcos et al.,
2010). Tales datos sugieren que una disminucién en la actividad del receptor 5-HTs es necesaria
para la formacién de la memoria y, en efecto, nuestro estudio demuestra que el bloqueo del
receptor 5-HT facilita l]a memoria. Por lo tanto, sugerimos que en condiciones sin aprendizaje,
los receptores 5-HTs de estructuras como hipocampo, corteza prefrontal y estriado reciben un
tono serotonérgico basal de los nucleos del rafé dorsal y medial, el cual mantiene activos a
neuronas e interneuronas GABAérgicas (tono basal de GABA) que a su vez mantienen inhibidas
a neuronas colinérgicas y glutamatérgicas (véase Figura 23A); esta idea se sustenta en parte por el
conocimiento de que las proyecciones serotonérgicas hacen sinapsis preferencialmente con células

GABAérgicas (Freund, 1992).
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Figura 23. Mecanismo propuesto de participacion del receptor 5-HTs en condiciones sin aprendizaje
y en formacion de memoria. En A, en condiciones sin aprendizaje, los receptores 5-HTs localizados en
neuronas e interneuronas GABAérgicas reciben un tono serotonérgico de neuronas del nucleo del rafé dorsal
y medial. La activacién del receptor 5-HTs en estas neuronas promueve la liberacién de GABA. La liberacién
tonica de GABA mantiene inhibidas a neuronas colinérgicas y glutamatérgicas a través de receptores GABA4
(GABAAR) o GABAg (GABAgR). En B, bajo condiciones de formacién de memoria, el bloqueo de los
receptores 5-HTs (5-HTR) disminuye el tono serotonérgico sobre neuronas e interneuronas GABAérgicas y
por tanto la liberacion de GABA. La disminucién de GABA promueve la desinhibicién de neuronas
colinérgicas y glutamatérgicas cuyos neurotransmisores facilitan la memoria. Las lineas sélidas representan los
niveles basales de neurotransmisores en condiciones sin aprendizaje, las lineas discontinuas representan los
niveles de neurotransmisores requeridos para la formacién de la memoria. Las lineas por encima o debajo de la
basal indican aumento o disminucién de niveles de neurotransmisores, respectivamente.

En contraste, bajo condiciones de formacién de la memoria, la administraciéon de antagonistas del
receptor 5-HTg disminuye el tono serotonérgico via receptor 5-HTs en neuronas GABAérgicas
como ha sido sugerido anteriormente (King e# a/, 2009), dando como resultado una reducciéon en
el tono GABAérgico mediado por el aumento en las corrientes hiperpolarizantes de K+ de canales

GIRK y por la reduccion de la actividad de canales de Ca?* (ej. Canales P/Q y L) (Wang y Sieburth,
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2013). La reducciéon en el tono GABAérgico promueve la actividad de neuronas colinérgicas y
glutamatérgicas cuyos neurotransmisores son responsables directamente de los efectos positivos

sobre la memoria (Véase Figura 23B).

La cuestion de por qué SB-357134 mejor6 la MCP pero no la MLP probablemente obedece a la
intensidad del estimulo, es decir, bajo nuestras condiciones experimentales dosis mayores de SB-

357134 probablemente mejoren la MLP como anteriormente ha sido reportado (Pérez-Garcia y

Meneses, 2005).

8.2 La inhibicion de GAT1 afecta diferencialmente a la formacién de la memoria

Estudios genéticos y farmacolégicos demuestran que el transportador GAT1 participa de manera
importante en el aprendizaje y la memoria. En este trabajo evaluamos el efecto del inhibidor
selectivo del transportador GAT1 NNC-711 (0.25, 0.5 y 1 mg/kg) (pICs0= 7.2) dado que en
estudios previos la modulaciéon negativa de GAT1 con este inhibidor demostré efectos
significativos en distintos paradigmas de memoria. De manera interesante, en nuestro trabajo se
observaron efectos bifasicos de NNC-711 de manera tiempo dependiente en la formacion de la
memoria. Estos hallazgos pueden deberse a distintos requerimientos temporales de GABA en la
prueba de automoldeamiento. Por ejemplo, Tellez ¢ al, reportaron que durante la MLP (48 h) de
esta prueba, el transportador GAT1 aumenta significativamente su expresion en CPF (Tellez e a/,
2012), lo cual sugiere que el aumento en la actividad de GAT1 es requerida para mantener bajos
niveles de GABA extracelulares durante la MLP. En nuestro caso, se observo que bajas dosis del
inhibidor de GAT1 mejora o no afecta la MCP, pero también deteriora la MLP lo cual es
consistente con la t=1/2 de NNC-711 (7-9 h) y el tiempo de inicio de formacién de MLP en

roedores (6 h post-entrenamiento) (Meneses, 2007).

Por otra parte, la reduccién en la expresion de GAT1 en ratones dada por un genotipo
heterocigoto de GAT1 */, resulta en una mejorfa en la memoria espacial y en la memoria asociativa
de tipo aversiva (Shi ez al, 2012). Consistente con tales hallazgos, O’Connell ¢ a/., también
observaron efectos facilitadores del inhibidor de GAT1 NNC-711 (0.5 y 1.5 mg/kg i.p.) en el
paradigma del laberinto acuitico de Mortis. Sin embargo, NNC-711 a la dosis de 3 mg/kg
deteriora la memoria asociativa en el paradigma de evitaciéon pasiva (O’Connell ez al, 2001) y

tiagabina a la dosis 10 mg/kg deteriora la memoria espacial en el laberinto acuitico de Morris
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(Schmitt y Hiemke, 2002). Estos estudios son consistentes con la nociéon de que las memorias
requieren de una fina inhibicién sinaptica para la regulacion del disparo sincrénico de redes

neuronales (Homayoun y Moghaddam, 2007).

En conjunto, nuestros hallazgos y el de otros autores sugieren que cierto aumento en los niveles
de GABA a través de la inhibicion de GAT1 favorece distintos tipos de memoria (ej. memoria
asociativa y memoria espacial). No obstante, los requerimientos temporales de GABA parecen ser
distintos entre paradigmas de memoria. Sin embargo, una cuestién que queda pendiente por
resolver en estudios futuros sera identificar qué receptores de GABA estan implicados en mediar
los efectos positivos de la inhibicién de GAT1 sobre la memoria. Abordando brevemente esta
idea, dado que la inhibicion de GAT1 contribuye al aumento en los niveles de GABA
extrasinaptico o “ambiental” (Song ¢ al., 2013), un receptor de GABA candidato a explorar, es el
receptor GABAA que contiene la subunidad 8 ya que en preparaciones fisiologicas mejora la L'TP

en hipocampo (Ruiz ez al., 2010).

8.3 El antagonismo del receptor 5-HT evita el efecto amnésico inducido por
escopolamina o dizocilpina

Actualmente, un importante numero de estudios demuestran que el antagonismo del receptor 5-
HTs muestra efectos anti-mnésicos en diversos paradigmas de memoria incluyendo laberinto
acuatico de Morris (Marcos ez al., 2010), condicionamiento por miedo al contexto (Woods et al.,
2012), evitacion pasiva (de Bruin ¢f a/., 2016), reconocimiento de objetos nuevos (King ez a/, 2009)
y automoldeamiento (Meneses, 2001; Pérez-Garcia y Meneses, 2005). Consistente con tales
estudios, nosotros reportamos que el bloqueo del receptor 5-HTs con SB-357134 (3 mg/kg), evito
los efectos amnésicos inducidos por escopolamina o dizocilpina, lo cual sugiere que el efecto anti-
amnésico de SB-357134 estan mediados por una modulaciéon positiva de la neurotransmision
colinérgica y glutamatérgica, respectivamente. Reforzando esta idea, en estudios de microdialisis
se ha reportado que el bloqueo del receptor 5-HT con SB 271046 en ratas en libre movimiento,
aumenta los niveles de acetilcolina en corteza frontal (Riemer Claus e a/., 2003) y también, aumenta

los niveles de glutamato en corteza prefrontal medial e hipocampo dorsal (Dawson e af., 2000;

2001).
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De manera interesante, la cuestiéon en contexto que resalta a primera vista es ¢como el antagonismo
del receptor 5-HT¢ puede evocar efectos anti-amnésicos en distintos modelos de amnesia? Una
posible respuesta es que bajo cada condiciéon de amnesia se reclutan diferentes circuitos
neuronales. Por ejemplo, en el caso de escopolamina, la amnesia es el resultado de una hipofuncion
colinérgica global (Ebert y Kirch, 1998). Por lo tanto, el posible circuito neuronal reclutado por el
bloqueo del receptor 5-HTs que restablece en cierto grado la actividad colinérgica implica el
aumento en la actividad de neuronas colinérgicas a través de neuronas o interneuronas

GABAérgicas que expresan al receptor 5-HTs (véase Figura 24).
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Figura 24. Representacion grafica de los efectos anti-amnésicos evocados por el antagonismo del
receptor 5-HTs En la amnesia inducida por hipofuncién glutamatérgica, dizocilpina bloquea receptores
NMDA localizados principalmente en neuronas glutamatérgicas generando una disminucién en la actividad
glutamatérgica, el antagonismo de los receptores 5-HTs con SB-357134 disminuye la liberacion de GABA y
como consecuencia se desinhiben neuronas glutamatérgicas promoviendo la liberaciéon de glutamato. En la
amnesia inducida por escopolamina el efecto global es una hipofuncién colinérgica, la escopolamina actda sobre
receptores muscarinicos (no mostrado en ilustracién por cuestiéon de simplicidad) localizados mayormente en
neuronas glutamatérgicas, interfiriendo con la sefializacién colinérgica. El antagonismo del receptor 5-HT
promueve la liberacién de acetilcolina por disminucién de la actividad GABAérgica, este incremento en
acetilcolina restablece la funcién colinérgica alterada. lLas lineas solidas representan niveles de
neurotransmisores en condiciones sin aprendizaje. Las lineas discontinuas representan los niveles de
neurotransmisores en condiciones de amnesia. Las lineas punteadas representan los niveles de

neurotransmisores resultantes del antagonismo del receptor 5-HTs.
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Esta nocién es consistente con la distribuciéon poblacional del receptor 5-HTs demostrada en
neuronas e interneuronas GABAérgicas de hipocampo y corteza prefrontal (West ez al, 2009;
Helboe ez al., 2015) y su ausencia en neuronas colinérgicas de estructuras corticales y de hipocampo
(Marcos ez al., 2006; Helboe ¢z al., 2015). Un proceso similar puede estar ocurriendo en un modelo
de amnesia por hipofuncién glutamatérgica, solo que, aunque en este caso es probable que haya
una modulacién positiva de neuronas glutamatérgicas por el bloqueo de los receptores 5-HTs en

neuronas o interneuronas GABAérgicas (véase Figura 24).

En conjunto, nuestros hallazgos corroboran el efecto anti-amnésico evocado por el bloqueo del
receptor 5-HTs y también demuestran que bajo nuestras condiciones experimentales hay una
interaccion temporal, particularmente en la MCP, entre el sistema serotonérgico (via receptor 5-

HTé) y sistema colinérgico o glutamatérgico en la prueba de automoldeamiento.

8.4 La inhibicién de GAT1 evita el efecto amnésico inducido por dizocilpina, pero no

por escopolamina

La combinacién de NNC-711 (0.5 mg/kg) + escopolamina (0.25 mg/kg) o dizocilpina (0.1
mg/kg) mostro efectos diferenciales en la formacion de la memoria. NNC-711 no evité y tampoco
exacerbd los efectos amnésicos de escopolamina. Consistente con este hallazgo, Salat ez al,
reportaron que la inhibicién de GAT1 con tiagabina (10 mg/kg i.p.) no exacerb6 el detetioro de
la adquisicion de la memoria espacial inducido por escopolamina en el laberinto acuatico de Morris
(Satat et al, 2015). Notablemente, en nuestro estudio la combinacion NNC-711 + escopolamina
evit6 el efecto facilitador de NNC-711 (0.5 mg/kg) en la MCP lo cual sugiere que el efecto

promnésico de NNC-711 es sensible al bloqueo de receptores muscarinicos.

Por otra parte, NNC-711 (0.5 mg/kg) evité el efecto amnésico inducido por dizocilpina en la
MCP. De acuerdo con este hallazgo, en modelos animales, antagonistas del receptor NMDA (ej.
dizocilpina, fenciclidina y ketamina) simulan de manera similar los déficits de memoria de trabajo
(un tipo de MCP) observados en pacientes con esquizofrenia (Gunduz-Bruce, 2009). Tales déficits
en la memoria de trabajo han sido asociados a una disminucién en la neurotransmision
GABAérgica en corteza prefrontal dorsolateral (Lewis ez 2/, 2004). Consistente con lo anterior, se

ha reportado que los receptores NMDA, ademas de expresarse en neuronas glutamatérgicas,
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también se encuentran expresados en neuronas GABAérgicas (Lisman e a/, 2008) y por tanto, el
bloqueo de los receptores NMDA genera una disminuciéon de la actividad GABAérgica.
Curiosamente, esta disminucion de la actividad GABAérgica promueve una hiperactividad en las
neuronas piramidales (glutamatérgicas); no obstante, este mecanismo unicamente parece
restringirse a estructuras corticales como se demuestra en humanos y roedores (Homayoun y
Moghaddam, 2007). Por lo tanto, es probable que la inhibicién de GAT1 aumente los niveles
enddégenos de GABA restableciendo en cierto grado la neurotransmision GABAérgica alterada en
la amnesia inducida por dizocilpina. Ademas, sugerimos que el sitio de accion de NNC-711 para
evocar tal efecto anti-amnésico es la corteza prefrontal dorsolateral cuya estructura homologa en

roedores es la corteza prefrontal medial.

8.5 La inhibicion de GAT1 evita el efecto promnésico inducido por el antagonismo
del receptor 5-HT; en la formacion de la memoria

Estudios preclinicos previos sugieren que el antagonismo del receptor 5-HTs mejora la memoria
en diversos paradigmas de memoria (Meneses, 2001; Pérez-Garcfa y Meneses, 2005; King ¢f al.,
2009) y en conjunto con estudios de microdialisis, se sugiere una participacion de la
neurotransmision GABAérgica (Schechter ez al., 2008) en mediar tales efectos promnésicos (West
¢t al., 2009; Codony ez al,, 2011; Woods ez al., 2012). Sin embargo, se desconoce si los hallazgos
encontrados en estudios de microdialisis (sin condicién de aprendizaje) explican consistentemente
los efectos promnésicos de antagonistas del receptor 5-HTs en la memoria como fenémeno
conductual. Para probar la hipotesis de que tales efectos promnésicos se deben principalmente a
una disminucién de la neurotransmision GABAérgica, utilizamos la estrategia experimental de
inhibir al transportador GAT1 para aumentar los niveles endégenos de GABA en conjunto con
el bloqueo del receptor 5-HTe. Por lo tanto, se evalué el efecto de la interaccion de NNC-711 (0.5
mg/kg) y SB-35713 (3 mg/kg) en el paradigma de automoldeamiento. De manera interesante, esta
combinacion evita los efectos promnésicos de SB-357134 en la MCP, lo cual sustenta la idea de
que una disminucién de la neurotransmision GABAérgica es necesaria para evocar los efectos
promnésicos de antagonistas del receptor 5-HT (véase Figura 25) y particularmente en nuestro
estudio, en la MCP. Ademas, es importante mencionar que la dosis seleccionada de NNC-711 (0.5
mg/kg) en este estudio, también ha demostrado ser una dosis efectiva en rangos similares en otros

paradigmas de memotia como evitacion pasiva (0.25-3 mg/kg) y laberinto acudtico de Mottis (0.5-
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1.5 mg/kg) (O’Connell ¢ al., 2001) y en varios modelos de epilepsia (0.23-3 mg/kg) (Suzdak ¢ al.,
1992). Por lo tanto, los efectos observados de NNC-711 (0.5 mg/kg) en nuestro estudio son

debidos al aumento en los niveles de GABA extracelulares por la inhibicién del transportador

GAT1.
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Figura 25. Representacion grafica del efecto de la inhibicion de GAT1 sobre el efecto promnésico
inducido por el antagonismo del receptor 5-HTs. El antagonismo de los receptores 5-HTs (SB-357134)
de neuronas e interneuronas GABAérgicas disminuye el tono serotonérgico via este receptor, como
consecuencia también hay una disminucién del tono GABAérgico que reciben neuronas colinérgicas y
glutamatérgicas. Esta disminucién en el tono GABAérgico promueve un incremento en los niveles de
acetilcolina y de glutamato. En contraste, cuando se inhibe al transportador GAT1 (NNC-711) y se bloquea al
receptor 5-HTs (SB-357134) de manera simultanea, el tono GABAérgico aumenta nuevamente a cierto nivel
que permite inhibir a neuronas colinérgicas y glutamatérgicas dando como resultado la disminucién en los
niveles de acetilcolina y glutamato y, por tanto, la desaparicion del efecto promnésico de SB-357134. Las lineas
solidas representan niveles basales de neurotransmisores, las lineas discontinuas o punteadas por encima de la
basal indican un aumento y por debajo de la basal indican una disminucion.

Por otra parte, nuestro hallazgo es consistente con la distribucién del receptor 5-HTs en neuronas
e interneuronas GABAérgicas (Woolley ez al, 2004; Helboe e al, 2015) y con estudios de
microdialisis donde se ha reportado que la estimulacion del receptor 5-HTs con WAY 181187

aumenta los niveles extracelulares de GABA y tal efecto es revertido con el co-tratamiento del
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antagonista SB-271046 (Schechter ez al., 2008). Curiosamente, también se ha reportado que el
receptor 5-HT se localiza en ciertas neuronas piramidales de hipocampo y corteza frontal (Helboe
et al., 2015) y se esperaria que el bloqueo de los receptores 5-HTg en esta poblaciéon neuronal
deteriorara la memoria por una disminucioén de la neurotransmision glutamatérgica. Sin embargo,
tal efecto no fue observado en nuestro estudio. Esta aparente discrepancia se puede atribuir al
menos a dos posibilidades. La primera posibilidad implica la funcién de interneuronas
GABAérgicas dado que se sabe que estas células ejercen un control espaciotemporal preciso y
altamente especifico de neuronas piramidales (neuronas glutamatérgicas) en circuitos locales
(Tremblay ez al., 2016), por tanto, aunque células piramidales expresen al receptor 5-HTj, el efecto
global del antagonismo del receptor 5-HTs es un efecto promnésico consecuente de la
disminucién en la neurotransmision GABAérgica. La segunda posibilidad implica que los
receptores 5-HTj se encuentren acoplados a mecanismos transduccionales distintos al mecanismo
canénico Gas. Particularmente, un estudio relativamente reciente sugiere que en neuronas
glutamatérgicas de la region CA3, los receptores 5-HT estan acoplados a proteinas Gai (Wang ez
al., 2010), por lo tanto, se esperaria que el bloqueo de estos receptores en neuronas glutamatérgicas

promueva la activacion de la via PKA y sus mecanismos asociados a la memoria (ej. fosforilacion

de canales AMPA en el caso de MCP).

Por otra parte, en estudios electrofisiologicos la estimulacion del receptor 5-HT con ST 1936 o
WAY 181187 disminuyen la frecuencia de las corrientes postsinapticas excitatorias (EPSCs) tanto
en rebanadas estriatales como corticales sugiriendo que la activaciéon de los receptores 5-HT
inhibe la neurotransmision glutamatérgica (Tassone ez al.,, 2011). De manera similar, la estimulacion
del receptor 5-HTs de la region CA1 de hipocampo aumenta la frecuencia de las corrientes
postsinapticas inhibitorias (IPSCs), lo cual indica que la activacion de este receptor promueve la
neurotransmision GABAérgica (West ¢f al, 2009). En general, estos datos refuerzan nuestra idea

sobre una interaccion del receptor 5-HTs y el sistema GABAérgico para modular la memoria.

En resumen, nuestro trabajo demuestra por primera vez mediante la combinacion de
experimentos farmacoldgicos y conductuales que la disminucion de la actividad GABAérgica es
necesaria para evocar los efectos promnésicos del bloqueo del receptor 5-HTs durante la

formacion de memoria.

57



8.6 La inhibicion de GAT1 interfiere con los efectos anti-amnésicos del bloqueo del
receptor 5-HTs en la prueba de automoldeamiento

El potencial terapéutico de antagonistas del receptor 5-HTj para tratar los déficits de memoria ha
sido ampliamente demostrado en estudios preclinicos; sin embargo, el mecanismo neuroquimico
implicado es escasamente conocido. Conocer el mecanismo neuroquimico implicado es de gran
relevancia dentro del ambito de la terapéutica dado que varios antagonistas del receptor 5-HT'
han sido evaluados (principalmente como coadyuvantes de inhibidores de la acetilcolinesterasa)
en ensayos clinicos para tratar déficits cognitivos observados en la enfermedad de Alzheimer
(Ferrero et al., 2017). Sin embargo, los ensayos clinicos de fase III han fallado en encontrar eficacia

alguna en pacientes con enfermedad de Alzheimer de leve a moderado (Khoury ez /., 2018).

En este estudio evidenciamos de manera convincente que una disminucién de la actividad
GABAérgica es necesaria para evocar el efecto promnésico de antagonistas del receptor 5-HT.
Con esta nocién en contexto, también encontramos que, en la MCP, la inhibicién de GAT1 evito
dramaticamente el efecto anti-amnésico de SB-357134 en el modelo de amnesia inducido por
escopolamina. De manera similar, la inhibicién de GAT1 mostré una clara tendencia a disminuir
el efecto anti-amnésico de SB-357134 en el modelo de amnesia inducido por dizocilpina. Estos
hallazgos, refuerzan la idea de que la disminucién de GABA es responsable de evocar los efectos
anti-amnésicos de antagonistas del receptor 5-HT¢. En contraste, en un estudio reciente, Helboe
¢t al., a partir de estudios de doble hibridacion 77 situ, sugieren que el receptor 5-HTj al expresarse
en neuronas e interneuronas GABAérgicas y neuronas glutamatérgicas regulan el balance
excitancion e inhibiciéon (Helboe e @/, 2015). Sin embargo, los estudios de microdialisis 7z vivo
(Dawson ez al, 2000a; 2001; Claus Riemer e# al., 2003; Schechter e al., 2008), electrofisiolégicos
(Marcos et al., 2006; West ef al., 2009; Tassone ez al., 2011) y nuestro estudio, claramente sugieren
una fuerte relaciéon entre receptor 5-HTs y la neurotranmision GABAérgica. Por lo tanto,
sugerimos que bajo condiciones de amnesia, el efecto global del antagonismo del receptor 5-HTs
también requiere de una reduccién de la neurotransmision GABAérgica para evocar los efectos
anti-amnésicos de antagonistas del receptor 5-HTs. Asi mismo, nuestros hallazgos destacan la

funcion de las neuronas e interneuronas GABAérgicas en mediar tales efectos.
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En general, en este estudio hemos presentado evidencia consistente que elucida la participacion
de la neurotransmision GABAérgica como mecanismo neuroquimico relevante para evocar

efectos promnésicos y anti-amnéscios evocados por el antagonismo del receptor 5-HT.

Estudios futuros deberan elucidar la participacion de las vias de sefalizacion del receptor 5-HTg
(¢j. via Jabl, ERK1/2, Rho-A) sobre la memoria en distintas condiciones para entender las
consecuencias que representa el antagonismo del receptor 5-HTs como estrategia terapéutica para

los déficits de memoria.
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9. CONCLUSIONES PARTICULARES

El antagonismo del receptor 5-HTs con SB-357134 mejora la memoria y muestra efectos anti-

amnésicos.

La inhibiciéon de GAT1 con NNC-711 afecta diferencialmente a la formacién de la memoria
de manera tiempo dependiente; facilita la MCP, pero deteriora la MLP, por lo tanto, niveles
diferenciales de GABA son requeridos durante la formacién de la memoria. En condiciones
de deterioro de MCP como el caso de la esquizofrenia, la inhibiciéon de GAT1 puede ser una

estrategia terapéutica para los déficits de memoria.

El efecto promnésico del antagonismo del receptor 5-HTj esta mediado por una disminucion
de la neurotransmision GABAérgica. De manera similar, los efectos anti-amnésicos del
bloqueo del receptor 5-HTs estan mediados por una disminucién de la neurotransmision

GABAérgica.

10. CONCLUSION GENERAL

Los efectos promnésicos y anti-amnésicos de antagonistas del receptor 5-HT estan mediados

por una disminucioén de la neurotransmision GABAérgica.

11. PERSPECTIVAS
e Determinar si la corteza prefrontal medial es el sitio de accion de NNC-711 para mostrar
efectos anti-amnésicos.

e Evaluar la combinaciéon SB-357134 + NNC-711 en hipocampo, corteza prefrontal y

estriado en la formacidon de memoria.

e Determinar si el antagonismo del receptor 5-HTs modifica la expresion de proteinas como

Jabl, ERK1/2, la cinasa Fyn, y Rho-A en la formacién de la memortia.
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