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Resumen

Desde hace mas de un siglo la neurociencia se ha centrado en el estudio del aprendizaje
y la memoria, especificamente la consolidacion, cuyo objetivo principal es el desarrollo
de nuevas terapéuticas que mejoren la cognicién tanto en condiciones fisiolégicas como
en patoldgicas. Sin embargo, los mecanismos neurobioldgicos de como se recuerda o se
olvida una memoria han sido relegados. Es conocido que los diferentes sistemas de
neurotransmision determinan si una memoria se almacena, se recuerda 0 no. La
serotonina, a través de sus 7 familias de receptores, es un neuromodulador que regula
diferentes procesos neurobioldgicos y fisiopatoldgicos. Especialmente el receptor 5-HTe
se ha convertido en un blanco terapéutico prometedor por sus capacidades procognitivas.
El problema surge con la evidencia farmacoldgica que hasta cierto punto resulta
paradojica: tanto agonistas como antagonistas son capaces de mejorar la consolidacion

de la memoria.

Es por ello que el presente trabajo busca indagar como el receptor de 5-HTe¢ modula la
formacion del olvido o el recuerdo de la informacion, en un paradigma de olvido por
decaimiento. Al evaluar el efecto sobre la formacion del olvido las dosis efectivas de
diferentes farmacos (agonista parcial, agonista inverso parcial, antagonistas): solo la
inactivacion o el bloqueo del receptor evitan el olvido. Por otra parte, durante la
recuperacion de la informacién la activacion parcial, la inactivacion y el bloqueo del
receptor facilitan recordar una memoria, siendo el agonista inverso el que mayor efecto
produce. Finalmente, al evaluar ambas etapas, la inactivacién del receptor produce un
menor efecto antiolvido y menor recuperacion. En contraste con el agonista parcial quien

incrementa su efecto.

En conjunto, los datos anteriores sugieren que tanto la inactivacion como la disminucién
de la actividad del receptor son importantes al momento de recordar y podrian evitar el

olvido.
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Abstract

For more than a century, neuroscience has focused on studying learning and memory
particularly memory consolidation, one of its aims is developing new therapeutics that
improve cognition under physiological and pathological conditions. Nevertheless,
neurobiological mechanisms of other memory process like retrieval or forgetting has been
relegated. It has been known, that different neurotransmission systems decide whether a
memory is stored, recalled or forgotten. The serotonin, through its seven-receptor family,
is a neuromodulator that controls different neurobiological and pathological processes.
Especially, 5-HTs receptor has become a promising therapeutic target due to its
procognitive properties. The problem arises with the preclinical pharmacological evidence,
which its relatively paradoxical: both agonist and antagonist can improve memory

consolidation.

Hence, the aim of this project was to evaluate, in a decay forgetting paradigm, how the 5-
HTe receptor influence forgetting or retrieval of information. Our results indicate that
forgetting was partially reversed by ip (mg/kg) administration of the partial 5-HTe receptor
agonist EMD-386088 (5.0) or facilitated retrieval (A-168 h). The partial inverse agonist
PZ-1444(3.0) had an anti-forgetting effect and facilitated retrieval, while PZ-1444 injected
at 48- and 168-h produce minor facilitation of retrieval. Even, a higher dose produce
produced a minor anti-forgetting effect or less retrieval. Moreover, the 5-HTe receptor
antagonists SB-399885 (5.0) and CPPQ (3.0) partially prevented forgetting and facilitated
retrieval when were injected previously to forgetting formation or retrieval; however, these

effects disappeared when injected at 48- and 168-h.

Therefore, the above data, suggest that either inactivation or a decrease of the activity
of the 5-HTe receptor is relevant during retrieval or to prevent forgetting.
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1. Introduccién

a. Memoria

Dentro del campo de la biologia, una de las habilidades mas relevantes para la
supervivencia podria ser la capacidad de los animales de almacenar experiencias y
modificar su conducta debido a estas (McGaugh, 1966). En el caso del humano, la
memoria nos permite comunicarnos, saber quiénes somos y quiénes nos rodean (Loftus,
1985).

Para que exista una memoria debe de precederle un aprendizaje, este ultimo es definido
como el proceso por el cual se modifica una conducta a partir de la experiencia o de la
adquisicién de la informacién del ambiente, generalmente la palabra “aprendizaje” se
utiliza como sindnimo del proceso adquisicion. Por otra parte, la memoria se define como
el proceso por el cual se codifica, almacena y recupera la informacion aprendida
(Meneses, 2003).

Una definicion mas formal de estos procesos establece que: el aprendizaje es cualquier
cambio relativamente permanente del tipo estimulo-especifico, ya sea estructural o
molecular, en el cerebro que resulta de una experiencia y por ende produce cambios en
la conducta. Consecuentemente la memoria es la capacidad de almacenar y recuperar la

informacion de ese aprendizaje bajo condiciones especificas (Byrne, 2017).

El proceso de aprendizaje y formacion de una memoria no es un proceso unitario sino un
conjunto de etapas delimitadas, para permitir una mayor facilidad en su estudio
experimental (Bekinschtein et al., 2010; Izquierdo et al., 2010; McGaugh, 1966). Estas

etapas se mencionan a continuacion:

I.  Adquisicion: esta etapa se refiere al fendmeno donde un organismo altera su
conducta debido a estimulos del ambiente o bien, en respuesta a una experiencia
(Sweatt, 2010). Asi, la informacibn es codificada, produciéndose una
representacion de esa experiencia en los diversos sistemas de memoria (Walter y
Stickgold, 2004).
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VI.

Consolidacién: La consolidacion es un proceso hipotético propuesto en 1900 por
Mdiller y Pilzecker, en donde con el paso del tiempo una memoria recién formada
se transforma en una memoria duradera. Actualmente su estudio se ha dividido en
dos niveles que difieren en sus mecanismos moleculares y/o celulares: la
consolidacion sinaptica y la de sistemas (Dudai, 2012; McGaugh, 2000).
Almacenamiento: El almacenamiento es el proceso que le permite al cerebro
retener informacién dentro de algun sistema de memoria. Esto conlleva a la
formacion de un engrama o trazo de memoria, definido como un cambio fisico o
guimico que se da durante el aprendizaje y sustenta las nuevas memorias
(Tonegawa et al., 2015).

Recuperacidn: Larecuperacion se define como el proceso de recordar consciente
0 inconsciente una informacion previamente almacenada, de tal forma que una
memoria puede ser expresada (mediante una respuesta conductual, motora o
verbal) (Byrne, 2017; Sweatt, 2010).

Olvido: El olvido es un proceso tedrico (hasta la fecha) que implica la pérdida de
un trazo de memoria 0 su correcta expresion (Barros et al., 2000; Wixted, 2004).
Reconsolidaciéon: La reconsolidacion es el proceso por el cual una memoria
recién recordada se vuelve sensible a diferentes agentes amnésicos, evitando su
posterior consolidacion, actualizacion y almacenamiento (Alberini, 2005; Dudali,
2012) .

a.1 Clasificacion de la memoria

Debido a la complejidad biolégica de la memoria, diversos textos indican que hay por lo

menos 25 categorias de memoria. Una recopilacidon mas actual sefiala que existen al

menos 256 diferentes tipos de memoria (Tulving, 2007). La propuesta mas aceptada

actualmente es que la memoria se puede clasificar respecto a su contenido o a su

duracion.

a.1.1 Clasificaciéon respecto al tiempo de duracién

De acuerdo con su duracién, la memoria se clasifica en memoria a corto plazo y memoria

a largo plazo. La distinciones surgen por la duracién de almacenamiento de la informacién
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per se, los sistemas neuronales que las componen, la evidencia de pacientes con
amnesia y lesiones cerebrales y los mecanismos moleculares asociados (Squire y
Wixted, 2011).

a.1.1.1 Memoria a corto plazo

La memoria de este tipo se refiere a la retencion de la informacion por periodos cortos de
tiempo, que van desde segundos a minutos e inclusive pueden llegar a horas. Esta
memoria tiene una capacidad limitada y experimentalmente se ha deducido que
aproximadamente se retienen un maximo de 4 a 7 elementos (Squire, 1982). Su
importancia reside, al menos en humanos, en el pensamiento consciente ya que la
informacion que se procesa es categorizada, alcanza la conciencia y es posible su
manipulacion mediante la memoria de trabajo (Mohamed y Ghoneim, 2004; Sweatt,
2010). A partir de este tipo de memoria la informacion puede consolidarse y

posteriormente formar parte de la memoria a largo plazo u olvidarse.

Los estudios en el paciente H.M el cual fue sometido a una reseccion del I6bulo medial
temporal, sugieren que esta region no es necesaria para la memoria a corto plazo (Squire
y Wixted, 2011).

a.1.1.2 Memoria a plazo intermedio

Este tipo de memoria fue identificado por los experimentos realizados en el molusco
Aplysia californica. Sus caracteristicas principales se resumen en: una duracion de hasta
15 horas en Aplysia y hasta cinco horas después del entrenamiento en ratones; es
interrumpida por inhibidores de la traduccion (p. ej. actinomicina) pero no por inhibidores
de la transcripcion lo cual la distingue de la memoria a corto plazo y la memoria a largo

plazo a nivel molecular (Sutton y Carew, 2002).

a.1.1.3 Memoria a largo plazo

Se propone que la memoria a largo plazo se encuentra formada de diferentes sistemas
neuronales (Squire, 1993). Este tipo de memoria se considera un almacén permanente

de la informacion con duracién indeterminada (Mohamed y Ghoneim, 2004). El curso
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temporal de la memoria a largo plazo abarca horas, semanas, meses o toda la vida,
ademas es dependiente del I6bulo medial temporal para realizar el proceso de
consolidacion (Dudai, 2004; Dudai et al., 2015).

a.1.2 Clasificacion de la memoria por su contenido

Los términos memoria declarativa y no declarativa (procedimental) son términos que
ganaron popularidad por el trabajo de Squire en 1982. El propuso que la memoria
declarativa es una categoria que incluye a la memoria episodica (recordar eventos del
pasado) y a su vez a la memoria semantica (conocimiento general). Este tipo de memoria
depende del hipocampo y de estructuras relacionadas al I6bulo medial temporal, mientras
gue la procedimental depende de estructuras del sistema limbico y las vias reflejas. Se
pueden considerar dos tipos de memoria distintas debido a que pueden ser disociadas
por diferentes las variables experimentales (Squire, 1982).

La memoria procedimental originariamente cubria solamente las habilidades motoras,
posteriormente abarcé procedimientos mentales y fisicos, Squire expandio el término e
incluyo al priming de las pruebas de memoria implicita, el condicionamiento clasico y la
habituacion (Squire, 2009).
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FIGURA 1. Clasificacién de la memoria humana respecto a su contenido y sus
estructuras cerebrales asociadas.

Adaptada de Squire, 1993, 2007;Clark y Martin, 2018
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a.2 Mecanismos moleculares de la memoria

Uno de los modelos que ha recibido mayor aceptacién en el campo es la potenciacién a
largo plazo (PLP). La relacion entre las formas especificas de la PLP y la memoria siguen
en debate, aunque se acepta que son fenébmenos con una alta correlacion (Kandel et al.,
2014). La idea proveniente de Donald Hebb, postula que el lugar donde se almacena la
informacién son los contactos entre neuronas en los diversos circuitos neuronales. Hebb
también sugiere que: “Cuando un axon de una célula A se encuentra lo suficientemente
cerca para excitar una célula B repetidamente y/o persistentemente; esta toma parte en
su disparo, produciendo un cambio en el crecimiento (cambios estructurales) o
bioquimico (cambios funcionales) en una o ambas células, a tal punto que la eficiencia
de A, asi como de B se ven incrementadas” (Citri y Malenka, 2008; Korte y Schmitz,
2016).

La potenciacion a largo plazo se define como un incremento en la fuerza sinaptica que
dura al menos 1 hora. Consiste en una fase de induccion seguida de la fase de expresion
0 mantenimiento. Este fendmeno puede subdividirse en: potenciacion a largo plazo
temprana (E-PLP) si ocurre durante las primeras 1-3 horas y se caracteriza por
modificaciones postraduccionales. Si el proceso dura mas de 3 horas, se lleva a cabo la
transcripcion de genes y sintesis de proteinas, y la fase es denominada como
potenciacion a largo plazo tardia (L-PLP) (Clopath, 2012). En general las principales
formas de induccion de potenciacion a largo plazo implican la liberacion de glutamato de
las presinapsis y una despolarizacion postsinaptica que produce un incremento en la
concentracion de calcio intracelular. Las altas concentraciones de calcio activan
diferentes cinasas como PKA, CaMKIl, Fyn, Scr, PKM(, cuyo papel es el de mantener el
incremento en la fuerza sinaptica promoviendo diferentes vias de sefializacion (Barros et
al., 2000). Una de las primeras cinasas descubiertas en este contexto es la proteina
cinasa Mzeta (PKMC(), que se encuentra en altas concentraciones en las espinas
dendriticas de neuronas excitatorias y se transloca a la densidad postsinaptica. La PKM(
fosforila algunos residuos de aminoacidos de la subunidad GIuR1 del receptor AMPA,
incrementando el tamafio de los potenciales excitatorios. Esta fosforilacion también

induce el transporte de subunidades GIuR1 hacia la densidad postsinaptica (cabe
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mencionar que AMPA-R es un tetrdmero y sus subunidades se transportan en pares
GluR1/2 y GIuR2/3) (Korte y Schmitz, 2016).

Tiempo después del entrenamiento, las nuevas memorias se vuelven resistentes a
interferencia u otros factores (p. ej. distractores conductuales, farmacos, convulsiones,
lesiones anatdémicas, etc.). Esta susceptibilidad tiene una ventana de tiempo que
depende de la tarea y el tipo de interferencia o inhibidor (Dudai, 2004). Se cree que las
cascadas de transduccion de sefiales intracelulares y particularmente la modulacién de
la expresion génica, mediada por el elemento en respuesta a AMPc (CRE), juegan un
papel importante en la consolidacién de la memoria a corto plazo a la memoria a largo
plazo (Dudai, 2012; Stevens, 1994). Las vias que aumentan la produccion de AMPc han
sido ampliamente estudiadas en el modelo de Aplysia. Esta via culmina en la fosforilacion
de las isoformas del elemento de unién a proteina en respuesta AMPc/Ca?* (CREB), para
modificar la expresion de los genes de respuesta tardia (Hawkins et al., 2006). Los
cambios a largo plazo en la sinapsis implican el trafico de nuevos receptores, moléculas
y otras proteinas en la membrana sinaptica. Los cambios morfolégicos se correlacionan
con alteraciones en el citoesqueleto celular y varias vias de transduccion (Alberini, 2005;
Kandel et al., 2014) .
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FIGURA 2. Mecanismos moleculares asociados a la consolidacién de la memoria.
Adaptada de Korte et al., 2016
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a.3 Areas cerebrales asociadas a la memoria

Los estudios de imagenologia en humanos e inactivacion farmacolégica en animales han
detectado diferentes areas cerebrales que aumentan su actividad eléctrica y/o metabdlica
dependiendo del tipo de memoria que se estudie. El proceso de adquisicién, en la tarea
de automoldeamiento, es dependiente de algunas aferencias especificas de la corteza,
la amigdala, el subiculo y del nacleo accumbens (Bussey et al., 1997; Parkinson et al.,
1999; Thomas y Everitt, 2001).

Diversos trabajos conductuales, neuroanatémicos, asi como casos clinicos, han
identificado al l6bulo temporal medial (hipocampo, corteza entorrinal, perirrinal y
parahipocampal) como el sistema encargado de la memoria declarativa. Estas
estructuras son esenciales para la formacion de la memoria, su organizacion y
consolidacion (Dudai et al., 2015). Posteriormente hay cambios graduales en las cortezas
gue mantienen estables a las memorias. EI modelo estandar de consolidacion de la
memoria indica que la informacion inicialmente se integra y codifica simultaneamente en
el hipocampo y en la neocorteza. La reactivacion posterior de las redes cortico-
hipocampales conlleva a una reproduccion de la actividad inicial de estas redes
(condiciones de aprendizaje), permitiendo que las memorias sean distribuidas, integradas
y almacenadas en las cortezas, de esta forma las memorias logran ser independientes

del hipocampo (Dudai et al., 2015; Frankland y Bontempi, 2005).

Al momento de recordar informacion adquirida recientemente, el cerebro asemeja el
estado que tenia cuando se presento el aprendizaje (activAndose areas corticales de
asociacion, el hipocampo y la corteza entorrinal). Mientras que el recuerdo de memorias
remotas se ha asociado con regiones corticales como la prefrontal, la cingulada, la
retrosplenial, la parietal y la temporal. Recientemente, mediante la técnica de la
optogenética, se ha identificado la participaciéon del subiculo (del hipocampo) para
recordar el contexto de una memoria (Albo y Graff, 2018; Ledergerber y Moser, 2017,

McKenzie y Eichenbaum, 2011; Preston y Eichenbaum, 2013).
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b. Olvido

El olvido a través del pensamiento e investigacion de los psicélogos se define como la
ausencia de expresion de una memoria correctamente almacenada, reflejando la
incapacidad de recuperarla o una pérdida de esta (Hardt et al., 2013). Se ha planteado
que este fendbmeno se origina al deshacer los procesos moleculares y celulares que
generaron una memoria o por la interferencia activa de otros procesos mentales (Wixted,
2004). Se ha propuesto también al olvido como un mecanismo que siempre se encuentra
activo y es controlado por mecanismos moleculares y celulares que borran memorias no
usadas o no queridas (Davis, 2010). El proceso del olvido tiene una connotacion negativa
en la sociedad, debido a su caracter involuntario y a la creencia de la capacidad limitada
del cerebro para almacenar la memoria (Anderson y Hanslmayr, 2014). Sin embargo,
olvidar informacioén resulta benéfico ya que permite adaptarse a situaciones cambiantes,
eliminar memorias irrelevantes, procesar efectivamente nueva informacion y evitar la
interferencia (Fawcett y Taylor, 2012; Storm et al., 2008). Es por ello que las memorias
gue tienen poco significado para un individuo, que no son repetidas o que se contradicen
a lo largo de diversas experiencias son mas susceptibles a ser olvidadas o sobrescritas
(McKenzie y Eichenbaum, 2011). Debe mencionarse que actualmente el olvido se evalla
conductualmente y se desconoce si algun tipo de olvido cause la erosion de los trazos de

memoria (Izquierdo, 2015).

b.1 Teorias del olvido

Los psicélogos han observado en humanos que diferentes tipos de memorias son
olvidadas de diversas maneras e innegablemente por diversas razones, dando como

resultado a las diferentes teorias de olvido.

b.1.1 Teoria del decaimiento

El olvido por decaimiento se debe a una pérdida gradual del sustrato de una memoria,
Thorndike en 1913 propuso la ley del desuso para explicar este fendbmeno y esta teoria
adquiere relevancia por los subsecuentes trabajos de Ebbinghaus y su curva del olvido
(figura 3). De esta forma, el sustrato bioldgico de la memoria decae en funcidén del tiempo

ocasionando asi una alteracion en la integridad de la memoria por lo que este proceso es
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de tipo pasivo (Davis y Zhong, 2017). En contraste, Hardt et al., proponen a este
fendmeno como un proceso activo y regulado, que sistematicamente remueve memorias
para permitir una mayor flexibilidad y adaptabilidad a un sistema de memoria (Hardt et

al., 2013).
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FIGURA 3. Curva del olvido de Ebbinghaus. llustra que después de adquirir y
consolidar una memoria (representado por la zona rosa), un periodo de interrupcion de
ensayos ocasiona que una memoria se pierda en funcion del tiempo.

Adaptada de Davis y Zhong, 2017.

b.1.1.1 Teoria de la neurogénesis

El concepto de esta teoria sugiere que después de la generacién de nuevas neuronas
(en el giro dentado o del area ventricular), su posterior migracién y acoplamiento en otras
regiones ocasionan alteraciones en los circuitos neuronales preexistentes. La adiccion
de las nuevas neuronas a un circuito implica la formacién de nuevas conexiones y de

esta manera se alteran los engramas previamente establecidos. Se propone a la
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neurogénesis (al menos en animales) como un mecanismo para el olvido por decaimiento
(Frankland et al., 2013; Richards y Frankland, 2017).

b.1.2 Teoria de la interferencia

Lateoria de la interferencia es la teoria mas estudiada y caracterizada. Esta teoria postula
que la actividad cerebral causada por otra informacion o actividades anteriores (proactiva)
0 posteriores (retroactiva) al evento de aprendizaje atenla la expresion de la memoria.
Este olvido se considera activo debido a que necesita ser desencadenado por un estimulo
(retroactivo) que posiblemente altere la consolidacién, empero si el estimulo de
interferencia (proactivo) crea un problema con la recuperacion al competir con la
informacion que se recupera, puede ser considerado un proceso pasivo (Davis y Zhong,
2017; Wixted, 2004).

b.1.3 Olvido intencional

Este tipo de olvido ocurre al activar algn mecanismo cognitivo voluntariamente o cuando
se posee un motivo emocional para debilitar algun trazo de memoria. Generalmente se
desencadena debido a que la memoria para olvidar tiene componentes no agradables
como informacion que va en contra de nuestras creencias o ideologias, que evocan
tristeza, culpa o pena, asi como aquellas que atentan con una autoimagen positiva. De
tal forma que si estas memorias son recordadas durante la consolidacion o
reconsolidacion, se evita la formacion de un engrama estable (Anderson y Hansimayr,
2014; Davis y Zhong, 2017; Fawcett et al., 2016).

b.1.4 Teoria del olvido activo

Esta teoria surge de las neurociencias y no es reconocida por la literatura de la psicologia.
La teoria del olvido activo expresa que el cerebro posee una capacidad inherente de
borrar memorias usando sistemas de sefializacion y circuitos neuronales intrinsecos del
cerebro. Por ende, el proceso se encuentra activo en todo momento y su funcién es de
tipo homeostatica eliminando memorias irrelevantes. De esta manera, el proceso de

consolidacion determina que informacion es relevante y cual conserva. Lo anterior no
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significa que las memorias consolidadas sean inmunes al olvido, sino que presentan una

resistencia mayor (Cervantes-Sandoval et al., 2016; Davis, 2010; Liu et al., 2016).

b.2 Mecanismos moleculares del olvido

Las interacciones entre la memoria y el olvido se conciben como eventos antagonicos,
asi durante las condiciones favorables para la memoria existe de manera predominante
la actividad de las cinasas y la insercion de receptores AMPA en la membrana
citoplasmatica. La actividad de las fosfatasas y la endocitosis de los receptores AMPA
predominan en el olvido. Genoux y colaboradores establecen que la activacién de la
proteina fosfatasa 1 (PP1) determina la eficacia del aprendizaje y favorece el decaimiento
de una memoria. En sus experimentos emplean un modelo de inhibiciébn genética de la
PP1, en estos animales transgénicos la memoria se mantiene inclusive después de 4
semanas, pero en el grupo control la memoria disminuye a partir del primer dia del
aprendizaje, indicando que la inhibicidon de la PP1 previene el decaimiento (Genoux et al.,
2002). Este efecto anti-olvido se correlaciona con un incremento en el tiempo que
permanecen fosforiladas las proteinas como CREB, la proteina cinasa dependiente de
calcio-calmodulina Il (CaMKII) y en el receptor AMPA con la subunidad GIuR1 (Silva y
Josselyn, 2002). Analogamente, la inactivacion post-adquisicion del receptor NMDA (con
la subunidad GIuN2B), los canales de calcio dependiente de voltaje tipo L y de la fosfatasa
calcineurina previenen el olvido, de esta manera la activacion de los receptores NMDA
después de la consolidacion de una memoria lleva a un incremento intracelular de calcio
y a la activacion de la calcineurina, promoviendo el decaimiento de la potenciacion a
largo plazo en el hipocampo de animales (Sachser et al., 2016). Shuai y colaboradores
han demostrado que una Rho GTPasa, Rac, puede actuar como una sefial para olvidar
informacién. Usando un modelo transgénico (de Rac en forma inactiva), los autores
muestran que las memorias son mas persistentes al momento de parear un olor con un
choque eléctrico (comparado con los controles), mientras que cuando se expresa una
forma de Rac constitutivamente activa tiene el efecto contrario, favorece el decaimiento
de la memoria después del aprendizaje (Shuai et al., 2010). La via Rac-PAK-LIMK-
Cofilina se ha propuesto como la via de sefializacion que subyace estas funciones, debido

a que la cofilina también conocida como el Factor despolimerizante de actina (ADF), es
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inhibida al fosforilarse por esta via que culmina en la polimerizacién de actina (Davis,
2010). Actualmente en Drosophila la participacion de la proteina de andamio Scribble
(reclutada por un receptor de dopamina) es capaz de reclutar y ensamblar el complejo
Rac-PAK-Cofilina, cuando la expresion de esta proteina de andamio esta disminuida la
memoria persiste (Cervantes-Sandoval et al., 2016). En mamiferos un estudio muestra
datos consistentes con el papel conservado de Rac en el olvido, en donde ratones
transgénicos con la proteina Rac constitutivamente activa produce un decaimiento
acelerado en la prueba de reconocimiento de objetos, pero no en la prueba de
condicionamiento contextual o condicional al miedo (Liu et al., 2016).

Otros trabajos indican que la via de Rac/cofilina puede mediar el olvido activo y pasivo.
En estos trabajos se ha observado que después del entrenamiento se activa la proteina
Rac alcanzando su actividad maxima en una hora. Los autores sugirieren con esto, que
el proceso de olvido es la via favorecida (en lugar de la consolidacion) después de un
aprendizaje (Shuai et al., 2010). A su vez hay evidencia de que existen neuronas y

circuitos especificos que se activan para estimular el olvido (Berry et al., 2012; 2015).

Otros mecanismos relacionados son la neurogénesis en el giro dentado del hipocampo.
Cuando se induce este proceso después de la formacién de una memoria se promueve
el olvido en ratones jovenes y adultos (Frankland et al., 2013). La endocitosis de los
receptores AMPA mencionada anteriormente, media de alguna forma la actividad de la
PKMC para producir olvido (Migues et al., 2016). Otra pequefia Rho-GTPasa, Cdc42,
también realiza cambios en el citoesqueleto correlacionandose con déficits en la
plasticidad neuronal y el recuerdo de memorias remotas, solo cuando se realiza la
delecién postnatal de esta proteina (Davis y Zhong, 2017). En conjunto esta evidencia
apunta a que el olvido puede utilizar varias vias de sefializacion y procesos celulares que

pueden ser especificos para un tipo de memoria.

Debe de remarcarse que los procesos moleculares de formacién de memoria y de olvido
son independientes y que el olvido no necesariamente implica revertir lo realizado por el
aprendizaje. En consecuencia durante el proceso de aprendizaje se establece una

competencia entre los mecanismos de consolidaciéon y olvido, determinandose el ganador
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por la magnitud y el curso temporal de sus fuerzas (Davis y Zhong, 2017; Medina, 2018;
Richards y Frankland, 2017). Asimismo, es necesario enfatizar que el olvido es un
fendmeno fisiologico y que la amnesia es un fenédmeno disfuncional. En consecuencia la
expresion de proteinas (transportadores) en distintas areas cerebrales difieren en estos
dos fenédmenos, lo que indica que también tienen mecanismos moleculares diferentes
(Tellez et al., 2012).

Recientemente se ha revelado el papel de la activacion de la via de las MAPKs en la
memoria: estabilizando una memoria durante una ventana temporal de unas horas,
permitiendo que se produzcan cambios morfolégicos en las dendritas. Cuando esta via
esta inhibida ocasiona una pérdida de la informacion que puede sumarse al olvido

ocasionado por Racl (Zhang et al., 2018).
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Recopilada y adaptada de Davis y Zhong, 2017; Genoux et al., 2002; Sachser et al,
2016.
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b.3 Areas cerebrales asociadas al olvido

Debido a la ausencia en la investigacién de las bases neuroanatémicas del olvido, se
desconoce aun en humanos la existencia de regiones cerebrales o circuitos neuronales
especificos para eliminar memorias, como se ha demostrado en Drosophila Melanogaster
(Berry et al., 2015; Cervantes-Sandoval et al., 2016).

En humanos, utilizando resonancia magnética funcional (fMRI), se han identificado areas
cerebrales relacionadas con el olvido intencional, observdndose un incremento de la
respuesta dependiente de oxigeno en el giro parahipocampal/hipocampo, el giro superior
frontal, giro frontal medial, giro medial temporal y giro cingulado. Las regiones
relacionadas con el olvido no intencional (debido a una mala codificacion de la
informacion) se encuentran en la corteza cingulada posterior y el I6bulo parietal inferior
(Wylie et al., 2008). Otros estudios indican que las instrucciones dadas al sujeto de
prueba, que tipo de olvido se desea investigar, la tarea conductual y la técnica a usar,
entre otros factores producen diferencias importantes en las areas que se activan.
Finalmente, algunos metaanalisis revelan que la corteza prefrontal (de humanos) es la

region mas relacionada al olvido (Blumenfeld, 2006).

b.4 La corteza prefrontal en los procesos de memoriay olvido

La corteza prefrontal es la region cortical predominantemente durante el recuerdo y
consolidacion de la memoria (Shallice et al., 1994). Diversas pruebas en pacientes que
presentan lesiones en esta corteza no muestran disminucion de su desempefio al evaluar
su memoria. Sin embargo, los déficits surgen cuando se les pide recordar informacién en
condiciones de interferencia o distraccion. Lo anterior sugiere que la corteza prefrontal
controla el recuerdo de memorias al seleccionar la informacién relevante en un
determinado contexto y suprime las memorias irrelevantes (Preston y Eichenbaum, 2013;
Shimamura et al., 1995).

Una teoria indica que las interacciones entre la corteza prefrontal medial y el hipocampo
durante el recuerdo y la consolidacion de la memoria se debe a los siguientes procesos:

la informacion del ambiente que fue procesada por varias vias sensoriales converge en
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las cortezas de asociacion para ser enviadas posteriormente al I6bulo medial temporal
(en especifico la corteza perirrinal y la corteza entorrinal lateral). La informacion espacial
del contexto es procesada por la corteza parahipocampal y la entorrinal medial.
Subsecuentemente la informacion procesada converge en el hipocampo, aqui se integra
para crear memorias de eventos individuales en un contexto especifico (Davachi, 2006;
Roy et al., 2017). Posteriormente, las eferentes del hipocampo (hipocampo ventral en
ratas; anterior en humanos), proyectan hacia la corteza prefrontal medial, en donde se
acumula la informacion acerca del contexto de memorias interrelacionadas. Finalmente,
durante el recuerdo de una memoria remota la informacién viaja por las eferentes de la
corteza prefrontal medial hacia la corteza perirrinal, la corteza entorrinal lateral o a través
del ndcleo reuniens del talamo directamente al hipocampo, indicando que la corteza
prefrontal medial podria controlar la especificidad del recuerdo (Davachi, 2006; Gilmartin
y Helmstetter, 2010; Preston y Eichenbaum, 2013)

c. Memoria, olvido y disfunciones cognitivas

Los desordenes psiquiatricos poseen sintomas cognitivos que afectan en gran medida la
calidad de vida de los pacientes y son pobremente controlados debido a la ausencia de

farmacos efectivos para estos sintomas (Stewart et al., 2007).

Debe mencionarse que la cognicion se define como un conjunto complejo de actividades
mentales conscientes e inconscientes interrelacionadas que incluyen la atencion, el

aprendizaje, la memoria, la creatividad y la metacognicion (Millan et al., 2012).

c.1 Disfunciones de la memoriay el olvido

Los desoérdenes cognitivos son déficits comunes en los trastornos psiquiatricos que
debido a su complejidad afectan en gran medida la calidad de vida de los pacientes y
dificultan el disefio de nuevas terapéuticas para su tratamiento. En general resulta
complicado definir con precision que alteraciones ocurren sobre la cognicion en los
desdérdenes neuroldgicos y psiquiatricos, ya que diversas patologias presentan

deficiencias cognitivas que implican una suma de patrones complejos de
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hipofuncionalidad y/o hiperfuncionalidad entre diversas areas cerebrales (Millan et al.,
2012; Stewart et al., 2007).

Entre las principales causas que ocasionan un déficit en la memoria se encuentra
predominantemente la amnesia, seguida de las demencias, posteriormente las diversas
lesiones cerebrales, encefalitis, isquemias, aneurismas y finalmente se encuentran los

tumores y el sindrome de Korsakoff (Byrne, 2017; Della Sala, 2010).

Una disfuncion posible que puede representar una alteracién al proceso de olvido seria
la incapacidad de “inhibir o disminuir” un recuerdo no deseado (p. ej. estrés
postraumatico), produciendo de esta forma un estado de hipermemoria. De manera
similar, las fobias o la ansiedad social presentan un proceso de extincion (proceso de
aprendizaje que involucra la supresion de una memoria) defectivo (Millan et al., 2012).
Debido a la pobre investigacion del olvido en condiciones fisiologicas y de como el olvido
contribuye en los diversos déficits cognitivos, se ha sugerido la evaluacion de la
prevencion del olvido como un marcador de mayor confianza para determinar el potencial

de los farmacos que mejoren la memoria humana (Quartermain y Leo, 1988).
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TABLA 1. Disfunciones cognitivas relacionadas a la memoria en algunos trastornos psiquiatricos.

Depresién
mayor

Trastorno
bipolar

Esquizofrenia
TEA
TADH
TOC
EPT
TP

0 0 +

I EP ++ + 0/+ +++ 0? I

EA ++ +++ +++ + 0?

O=Ausente; 0/+ = ambiguo, leve o poco documentado; + = presente, pero no
pronunciado; ++ = caracteristica comun y marcada; +++ = caracteristica central y
severa, casi universal; ? = caracteristica no esclarecida.

TEA=Trastorno del espectro autista, TADH= Trastorno por déficit de atencién e
hiperactividad, TOC= Trastorno obsesivo compulsivo, EPT= Estrés post-
traumatico, TP=trastorno de panico, TAG=Trastorno de ansiedad generalizada,
EP=Enfermedad de Parkinson, EA= Enfermedad de Alzheimer.

(Tomaday adaptada de Millan et al., 2012)
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c.2 Amnesia

Dentro de los trastornos principales de la memoria se encuentra la amnesia, definida
como la incapacidad de conservar o recuperar informacion después de un fenémeno
abrupto no natural que deteriora la memoria (por €j., la administracion de un farmaco, un

dafio cerebral, una infeccién en el cerebro o algun traumatismo) (Della Sala, 2010).

La amnesia se clasifica de acuerdo con su cronologia (anterégrada y retrégrada), o bien,
por su etiologia (causas organicas y afectivas). Al realizar la comparacion entre amnesia
y olvido, se debe destacar que las bases neuroanatémicas, farmacolégicas y
neurobiologicas del olvido, en contraste con la amnesia, se han estudiado poco (Byrne,
2017). Finalmente, se ha postulado que un olvido exacerbado (patologico) pudiera ser
una forma de amnesia (lzquierdo, 2015).

d. Serotoninay memoria

Evidencia creciente indica que el sistema serotoninérgico participa en los procesos
cognitivos particularmente modulando el aprendizaje, la memoria a corto y a largo plazo,
la consolidacion y el olvido (Schmidt et al., 2017; Strac et al., 2016). La posibilidad de
poder desvelar los efectos de este sistema en la cognicion, la memoria y el olvido podria
ser (til para el desarrollo de nuevas terapéuticas o para su mejor entendimiento (Meneses
y Liy-Salmeron, 2012). Se conoce que la 5-hidroxitriptamina (5-HT) tiene un papel en
multiples funciones fisioldgicas y en diversas fisiopatologias, tales como el control de la
temperatura, locomocion, apetito, suefio, agresividad, ansiedad, adiccion, depresion, por
mencionar algunos (Meneses, 2002). En este sistema de neurotransmision, un aumento
de su actividad ocasionada por administracion de triptofano mejora la memoria en
animales, ancianos y pacientes con Alzheimer (EA), Parkinson y esquizofrenia (Haider et
al., 2006). También el sistema serotoninérgico presenta cambios en el envejecimiento y

en patologias como la EA o la amnesia (Meneses, 2002, 2016; Wirth et al., 2017).

Este sistema de neurotransmisién se encuentra conformado por la mas grande familia de
receptores (15 receptores) pre- y/o postsinpticos, difiriendo en su localizacion y

sefalizacion. La 5-HT puede ejercer sus efectos de manera paracrina o de manera

| 21|



sindptica, de esta manera se afiade complejidad a la forma de modular diversos procesos

cognitivos (Meneses, 2017; Seyedabadi et al., 2014).

Exceptuando al receptor 5-HTs, un receptor ionotropico, los demas son receptores
metabotrépicos, dividiéndose de la siguiente forma: el receptor 5-HT1 y 5-HTs se acoplan
a la proteina G inhibitoria (G;), mientras que el 5-HT4, 5-HTs y 5-HT7 a la proteina G
estimulante (Gs) y el 5-HT> a la proteina Gg11. Debido a que la serotonina no atraviesa la
barrera hematoencefalica, se sintetiza a partir de L-triptofano en los cuerpos celulares de
las neuronas de los nucleos de rafe del tronco encefalico. Estos ndcleos proyectan de
manera descendente a la médula espinal y de manera ascendente hacia todo el cerebro
(en particular los ndcleos de rafe medial y dorsal). Existe una gran cantidad de
proyecciones serotoninérgicas en el hipocampo, la corteza prefrontal y en otras regiones
cerebrales asociadas al aprendizaje y la memoria (Charnay y Léger, 2010). El papel de
estas proyecciones en el hipocampo esta asociado a diferentes procesos de memoria,
navegacion espacial, toma de decisiones y relaciones sociales. En la corteza prefrontal
este sistema participa en la memoria de trabajo, la atencion, la toma de decisiones y el

aprendizaje reverso (Leiser et al., 2015).

El efecto neto de la 5-HT en los procesos anteriores depende de los transportadores, la
expresion del receptor, la accion de las enzimas del sistema, su localizacion, su
sefalizacion y de su interaccidn con otros sistemas de neurotransmision (Seyedabadi et
al., 2014; Svob Strac et al., 2016).
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TABLA 2. Propiedades de los receptores de serotonina.

_ Afinidad .
Mecanismos Formacion de : :
Receptor _ de la 5-HT : Agonistas Antagonistas
transduccionales (0Ki) dimeros
i Gi (aBy) B Heterodimeros S-14671, WAY-100635;
5-HTia B-arrestina | 21797 (5-HT7) 8-OH-DPAT | SB 649915
5-HT1s Gi (aby) 8.1 Hetg"gf?“ L-694,247 GR-55562
- 1D
Gi (aBy) Heterodimeros BRL 15572;
5-HT1o 8.0-9.0 (5-HTo) PNU109291 B 714786
5-HTie Gi@By) | g0-82 BRL-54443 | Metllergonovin
5-HTe Gi (aBy) 8.0 L&ggjg% Metisergida
2,5-dimetoxi-4-
Homo / :
5-HT2a Gy (aBy) 8.9 ) yodoamfetamin Asenapina
B-arrestina Heterodimeros a (DOI)
] Gg1 (aBy) Homo / Metilergonovina; ]
5-HTzs B-arrestina 8.0 Heterodimeros Ro 60-0175 BF-1
i Ga11 (aBy) ) Homo / YM348; AL- Sertindol;
I 5-HTzc B-arrestina 6.8-8.6 | |ieterodimeros 37350A FR260010
Receptor Quipazina; m- ,
I 5-HT3(a, B lonotropico 6.5-6.9 clorofenilbiguani Palc_)rnl\jl)gt_a;ron, I
(Na*/Ca?") da
Gas (AC, By)
5-HT,4 Gais (RhoA, 5.9-7.0 | Posible (5-HT¢)* | PF-04995274 SB-207710
ASK1)
] Gai (AC, By) ] . Metiotepina; I
I 5-HTs Ga? 59-6.9 5-HT; RU-2469 SB-699551
Gas (ACI,
ACII) , a | WAY-181187; Interpiridina;
SHTe | mTOR, Cdks, | 6:6-7.9 | Posble S-HT)™ |\ ay 08466 | Idalopiridina
Jab, Fyn
Gas (AC, By)
5 HT Ga, (NTOR, 81-96 Heterodimeros | LpP-12;LP-44; Lurasidona;
! RhoA, Cdc42) | =~ ™ (5-HT1) 5-CT pimozida
SERT NATK*/CI - Inhibidor: Paroxetina, fluoxetina

aResumen de congreso de Fongang B., 2019.
AC= Adenilato ciclasa
Datos obtenidos de Meneses, 2017; Wirth et al., 2017; IUPHAR/BPS (08/07/19).
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d.1 El receptor 5-HTsg
d.1.1 Caracteristicas principales

Debido a las caracteristicas estructurales, farmacoldgicas y transduccionales peculiares
de este receptor y a la informacién obtenida por el uso de oligonucleétidos antisentido,
se ha identificado la participacion del receptor en conductas como el bostezo,
estiramiento, masticacion (conductas dependientes de acetilcolina), funciones cognitivas

y conductas alimenticias (Borsini et al., 2011).
d.1.1.1 Propiedades estructurales

El receptor 5-HTs identificado en 1993 pertenece a la familia de receptores acoplados a
proteinas G (GPCRs). El receptor se acopla de manera preferencial con la subunidad
Gaslo. El receptor 5-HTsen humanos y en ratones es una glicoproteina de 440 aa mientras
gue en ratas la proteina es de 438 aa. Ontogenéticamente el MRNA de este receptor se
expresa en el cerebro de la rata el dia embrionario 12 coincidiendo con la aparicion de
las primeras neuronas serotoninérgicas. Debido a su temprana y progresiva expresion en
el cerebro, se cree que estos receptores pueden ser importantes para el crecimiento

axonal y su correcta orientacion (Borsini et al., 2011; Mosma et al., 1992).

El primer receptor 5-HTs clonado fue obtenido del estriado de rata, denominado St-B17,
posee un dominio Il (DIIl) citoplasmatico relativamente corto de 57 residuos y un
carboxilo terminal largo de 117 aa. Ademas, el receptor contiene un sitio potencial de N-
glicosilacion en la Asn-9 del N-Terminal, asi como varios sitios posibles de fosforilacion

por la PKC o PKA en el asa lll y en el carboxilo terminal (Mosma et al., 1992).

La caracterizacion farmacoldgica de este receptor determiné que los alcaloides del ergot,
especificamente la ergolina y sus derivados como el LSD (dietilamida del &cido lisérgico)
tenian la mayor afinidad por este receptor y aparentemente actlian como agonistas
parciales, pero algunos antipsicéticos como la clozapina actian como antagonistas. Al
realizar mutagénesis sitio dirigida al carboxilo terminal del asa lll, se demostré la

presencia de un motivo estructural que le proporciona actividad constitutiva al receptor,
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estudios posteriores demostraron que el receptor silvestre tiene una actividad constitutiva
interna (Kohen et al., 2001; 2002).

d.1.1.2 Distribucion del receptor 5-HTs

Algunos estudios utilizando hibridacion in situ, northen blot e inmunomarcaje indican que
la expresion de este receptor se limita al SNC (Helboe et al., 2015; Mosma et al., 1992).
Estudios con autoradiografia indican una expresién en multiples areas cerebrales que
incluyen al estriado (nucleo accumbens), corteza, hipocampo, talamo, amigdala,
hipotalamo, cerebelo y bulbo olfatorio. A su vez, los estudios indican que su ubicacion es
postsinaptica, principalmente en dendritas y cilios, con baja cantidad en el soma (Hirst et
al., 2000; Meneses et al., 2007). La densidad de este receptor es particularmente alta en
el estriado (caudado putamen (CPu), nucleo accumbens (NAc)) y el bulbo olfatorio de
humanos y roedores. En otras areas cerebrales, una expresion del mRNA similar a la del
estriado se observa en la capa granular del giro dentado y CA del hipocampo; estudios
de autoradiografia muestran niveles moderadamente altos en el hipocampo, neocorteza,
algunos nucleos talamicos e hipotalamicos y en la habénula (Huerta-Rivas et al., 2010).
Ademas, el inmunomarcaje muestra bajos niveles en el cerebelo y una expresion nula del
MRNA en tejidos periféricos (Mosma et al., 1992; Roberts et al., 2002; Roth et al., 1994).

Dentro del subtipo neuronal se ha encontrado, mediante la técnica de doble hibridacion
in situ, que el receptor se coexpresa en neuronas piramidales con el transportador de
glutamato, la descarboxilasa del 4cido glutamico (GAD) y con el receptor 5-HTs3, esto en

la corteza prefrontal y el hipocampo (Helboe et al., 2015).

d.1.1.3 Sefializacion del receptor 5-HTs

Cuando el receptor se une a su ligando endégeno (serotonina) se produce un cambio
conformacional que permite la disociacion de la proteina Gas del complejo
heterotrimérico. Esta subunidad induce la activacion de la adenilato ciclasa (AC) para la
produccién de AMPc (segundo mensajero encargado de activar a la PKA), lo que
posteriormente puede desencadenar una cascada de fosforilaciones para producir

diferentes efectos en la memoria (Kandel, 2001; Mosma et al., 1992).

| 25|



Mediante los andlisis proteémicos se puede predecir y posteriormente identificar a
proteinas candidatas que posiblemente interactian con un receptor especifico (Duhr et
al., 2014; Meffre et al., 2012). De esta forma se identificaron las primeras proteinas que
interaccionan con el receptor 5-HTe (figura 5): Fyny Jab. Yuny colaboradores reportaron
gue la cinasa Fyn presenta un dominio SH3 que posiblemente sea responsable de la
union al carboxilo terminal del receptor 5-HTs. La activacion de este receptor induce la
autofosforilacion de Fyn en la Tyr-420 activando la via ERK 1/2 (Yun et al., 2007). El
receptor 5-HTe interactla también con Jabl, ya que la activacion de ambos produce a la
fosforilacion del factor de transcripcion c-Jun (Yun, et al. 2010). Otro grupo ha reportado
gue la activacion del receptor por el agonista LY-586713 aumenta la expresion de BDNF
y de la proteina Arc en corteza e hipocampo ademas este efecto es contrarrestado por
un antagonista del receptor 5-HTs (de Foubert et al., 2007).

El receptor 5-HTs puede formar un complejo de sefializacion con mTOR (Meffre et al.,
2012). Poco se sabe sobre sus mecanismos, pero hay evidencia de que mTOR puede
fosforilar a Cdk5 (la cual posee actividad constitutiva al asociarse con el receptor 5-HTs)
para iniciar el crecimiento de neuritas via Cdc42, en cultivos de neuronas del hipocampo
y del estriado (Duhr et al., 2014).
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Plasticidad sinaptica,
sinaptogénesis,
dendritogénesis

FIGURA 5. Vias de sefializacion involucradas en algunos procesos
neurobiolégicos mediados por del receptor 5-HTs.

(Adaptada de Wirth et al., 2017)
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d.2 Farmacologia del receptor 5-HTs en el proceso de memoriay olvido

Existe evidencia de que los farmacos con afinidad al receptor 5-HTes modulan de alguna
forma la memoria, aunque los mecanismos actualmente se desconocen (Borsini et al.,
2011; Meneses, 2017). La mayoria de la evidencia sugiere que los antagonistas poseen
efectos promnésicos y/o antiamnésicos al ser evaluados en diversas pruebas
conductuales, empero, algunos autores no logran replicar estos resultados (Kendall et al.,
2011; Loiseau et al., 2008; Meneses et al., 2011; Woods et al., 2012). En estudios de
microdidlisis se ha demostrado que los antagonistas incrementan los niveles de
glutamato, acetilcolina y catecolaminas en la corteza frontal e hipocampo, mientras que
el agonismo incrementa la frecuencia de liberacion espontanea de GABA (Codony et al.,
2011). Algunos autores reportan que el uso de agonistas relativamente potentes
producen efectos promneésicos en algunas pruebas conductuales (Woods et al., 2012),
pero en otras pruebas crea déficits (Liy-Salmeron y Meneses, 2008; Loiseau et al., 2008;
Otto et al., 2011). Con esta informacion es evidente que la actividad de estos receptores

en los procesos cognitivos es mas compleja de lo esperado (figura 6).

Existen varias interpretaciones para estos efectos, la mas sencilla y ampliamente
aceptada es explicada por la interaccion del farmaco (ya sea por su afinidad, potencia,
agonismo sesgado o0 agonismo inverso) al receptor. Esta interaccion se ve afectada por
el area cerebral, las diferentes vias de sefalizacion que pueden activar, el tono
serotoninérgico en el momento de evaluacion de una conducta y la integracién de los
efectos producidos por los diferentes neurotransmisores en cada area cerebral (Borsini
et al., 2011). En latabla 2 se presentan las propiedades de algunos farmacos de interés

para esta tesis. Y en la tabla 3 un resumen de la utilidad clinica de estos farmacos.
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Colinérgica .

FIGURA 6. Mecanismo de la regulacion de algunos sistemas neuroquimicos del
receptor 5-HTs.

Muestra la regulacion del receptor 5-HTs sobre otros sistemas de neurotransmisién
(GABA, glutamato y acetilcolina) en condiciones fisioldgicas, suponiendo una liberacion
tonica de serotonina hacia las interneuronas gabaérgicas.

Adapatada de Kendall et al., 2011; Codony et al.,2011; Schechter et al.,2008 ;
Woods et al., 2012.
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TABLA 3. Propiedades relevantes de algunos farmacos selectivos del receptor 5-HTs

para este proyecto.

i Afinidad ) i Potencia Constantes ;
Farmaco Ki (nM)/pKi o Referencia
por (ECs0/1Cs0) farmacocinéticas
5-HT
(Serotonina)
i (Boess et al.,
Ligando 5-HTs 12.5/7.9 114+ 10 1097)
enddgeno
t12=3.1 h;
Cmax=0.049
1\2/15‘1\;'7 o>-HTe 2.0/8.7 6.5+ 0.5nM ug/mL;
5HT (Cole et al.,
Agonista 2“1 124/6.91 tmax=1.7h; 2007)
completo Cl=7.4 L/h/Kg;
Vss=24L/kg;
F=23%
D 5-HTe | 7.4-7.9/8.12 | 1+0.4nM t1,=67 min:
i tmax=5min; (Jastrzébska-
d _ b —_ !

386088 | S-HTs | 34/7.47 VaF=102L; | Wiéseketal.,
Adonista DAT 41/7.38P CI/F:1.038.8 2013; Mattsson
p?arcial mL/min/kg; et al., 2005)

5-HTip | 110/6.96° B/P=4.5'1
SB-742457
(Krogsgaard-
(Interpirdina) t1/2=3.0h; Larsen, et al.,
_ 5-HTs 0.28/9.6 2.8%° F=76%; 2014; Upton et
“Agonista B/P=0.5:1 al., 2008; Vanda
C(')nn\qulr;% . etal., 2018)
e |5.HT 6/8.22 176 +£3.1 tmax= 15 min;
PZ-1444 -HTe : M C. =139
Agonista 5-HT2a 441/6.35 ng/mL ; (Var;%z?LE;et al.,
inverso Cl=1.73 )
parcial 5-HT1a | 2790/5.56 nt= =
mL/min/Kg
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(Hirst et al.,
2006;
Wesotowska y
Nikiforuk, 2007)

SB-399885 t12=1.7 h;
F=52%,;
Antagonista B/P=0.15 :1

CPPQ (Grychowska et
Antagonista al., 2016)

aDatos de desplazamiento (IC50) del [*H]-LSD unido al receptor 5-HTe en células HEK. P
Datos obtenidos en el receptor 5-HTs humano en células CHO. ¢ Porcentaje de inhibicion
de la respuesta por un agonista. 9 Datos obtenidos de un modelo de farmacocinética no
compartimental. © Evaluacion de estabilidad y farmacocinética preliminares, algunos

datos son obtenidos in vitro con microsomas de higado de rata.

DAT= Transportador de dopamina; t1>= tiempo de vida media; tmax=tiempo en alcanzar la
maxima concentracion en PLASMA; Vd/F= Volumen de distribucion aparente; B/P=
Proporcién de la concentracion en cerebro sobre la concentracidon en plasma; F=
Biodisponibilidad relativa; Vss= Volumen de distribucion en la fase estacionaria; Cl/F=

aclaramiento relativo; Clin= aclaramiento intrinseco.
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Farmaco

Antagonistas

Agonistas

Tratamiento Posibles

Trastornos SlEEs en otras efectos Evu;le_nma
molecular . : clinica
patologias secundarios.
e SGS5H18:
Ansiedad 1Cognicion
(Ansiolitico) en EQZ
Posible
ImTOR (CPF) Depresion interferencia e SB-
EQZ, TB TN(_:AI\/_I-PSA (Antidepresivo) co_n_la 742457:
EA 'i'EA’ toscilaciones y _ cogn|C|_c'>n al | 1Cognicién
SX1F ET’ (CPF) O_bes_ldad rgduc_w la en EA
’ 1ACh, Glu, DA (Disminuye activacion de
(CPF, Hpc) apetito) la via CREB e PRX07034:
y ERK Tcognicion en
Epilepsia sujetos de
(Anticonvulsivo) prueba
voluntarios.
+GABA Ansiedad
(Ansiolitico)
EA (?) (CPF, Hpc) Depresion
(Antidepresivo)

EQZ, Esquizofrenia; TB, Trastorno bipolar; EA, enfermedad de Alzheimer; TEA,

Trastorno del espectro autista; SXF, sindrome del X fragil; ET, Esclerosis tuberosa.

CPF, Corteza prefrontal; Str, Estriado; Hpc, Hipocampo.

Recopilado de Millan, 2012; Karila et al., 2015 y Weston, 2012.
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2. Justificacion

Debido a que los déficits cognitivos comprometen la calidad de vida de los pacientes y
no poseen un tratamiento efectivo, el receptor 5-HTs ha mostrado ser un blanco
terapéutico prometedor (Dawson et al.,, 2011; Millan et al., 2012). Ademas, aldn se
desconocen los sustratos moleculares del receptor asociados a los efectos positivos
sobre la memoria (Borsini et al., 2011; Hardt et al., 2013; Mitchell y Neumaier, 2005). Por
ende, el estudio farmacoldgico de los receptores 5-HTs y la forma en que pueden modular
los procesos como el olvido y el recuerdo, son de utilidad para identificar los mecanismos
moleculares y las areas cerebrales diana donde producen sus efectos promnésicos.

3. Hipotesis

La administracion de agonistas selectivos del receptor 5-HTe producira olvido y una

deficiencia en la recuperacion de una memoria.

4. Objetivos generales

e Realizar una caracterizacion farmacologica del papel del receptor 5-HTes en dos

etapas criticas para el proceso del olvido.

5. Objetivos especificos

1.1. Realizar una caracterizacion farmacolégica del papel del receptor 5-HTs en dos
etapas criticas para el proceso del olvido.
e Durante la formacion del olvido.
e Al momento de recuperar la informacion almacenada.
e En ambos momentos.
1.2. Evaluar el efecto de la coadministracion del agonista inverso con el antagonista en

distintos tiempos de administracion.
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6. Materiales y métodos

6.1 Sujetos de prueba

Para todos los experimentos se emplearon ratas macho de la cepa Wistar (de doce
semanas de edad y con un peso de 300-400 g). Estos animales se separaron en cajas
de acrilico (n=6-7) y se mantuvieron en un cuarto con temperatura constante de 23 +1.5°C
y en un ciclo de luz/obscuridad de 12 h (las luces se encienden alas 7 a.m.). Los animales
se sometieron a un periodo de restriccion de alimento para reducir su peso al 85%
respecto al peso inicial una semana antes de los experimentos. Al finalizar cada sesion
de ensayos, los animales recibieron 30 minutos de acceso a comida para evitar una

perdida posterior de su peso.

En todos los procedimientos se siguieron los lineamientos de la NOM-062-ZO0O-1999
(Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio) y los establecidos en el proyecto CICUAL No. 0006-12.

6.2 Equipoy pruebaconductal de automoldeamiento

El equipo de automodelamiento (Coulbourn Instruments, Lehigh Valley) combina el
condicionamiento clasico e instrumental, permitiendo el moldeo de situaciones
conductuales que asemejan una situacion de autoaprendizaje, a través de la integracion
de informacién obtenida mediante una sefal y una meta (p.ej. comida). Este equipo
consiste en un marco de metal con paredes de aluminio y acrilico, de dimensiones
25x29x25 cm (ancho, largo y alto) y con un piso de barras de aluminio. Un orificio
iluminable para la conducta de introducir la nariz (nose-poke), se localiza a 4 cm por
encima del suelo y a 10 cm de la pared. Un comedero se coloca a 5 cm a la derecha del
orificio (nose-poke) y a 3 cm encima del suelo. EI comedero y el orificio (nose-poke)
poseen una fotocelda que detecta los contactos que realice la rata. El equipo esta

completamente automatizado reduciendo la intervencién humana.
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6.2.1 Entrenamiento y ensayos de automoldeamiento

Para la sesion de entrenamiento las ratas con el 85% de su peso inicial se introdujeron
en el equipo de automoldeamiento donde inicialmente tuvieron acceso a 50 pellets de
comida de aproximadamente 45 mg (Bio-serv, Frenchtown). Una vez que la rata realizo
150 contactos al comedero y se comio todos los pellets, el programa inicia la sesion de

entrenamiento.

Los ensayos consisten en pruebas discretas que inician con la presentacion de un orificio
iluminado durante 8 segundos (estimulo condicionado), seguido de la entrega de un pellet
de comida (estimulo incondicionado), con un tiempo entre ensayos de 60 s. Cuando la
rata introduce su nariz en el orificio iluminado, la luz del orificio se apaga e
inmediatamente se entrega un pellet de comida. Si el animal acude por su recompensa
al comedero esto es considerado como una respuesta condicionada. Posterior a esta
serie de eventos el tiempo entre ensayos inicia (pareado instrumental respuesta-
estimulo) y finaliza un ensayo. De esta manera, la sesion de entrenamiento consistio en
10 ensayos mientras que las sesiones para la evaluacion de memoria a corto y largo

plazo consistieron en 20 ensayos.

Para el protocolo de olvido, posterior al ensayo a las 48 horas, las ratas se sometieron a
un periodo de interrupcion de los ensayos de 7 dias (168 h). Luego de este periodo se
evalud la retencion de la informacion. El periodo de interrupcion para el protocolo de
olvido se basOé en estudios que demuestran una disminucion de las respuestas

condicionadas después de siete dias (Meneses y Téllez, 2014).

6.3 Farmacos
El Clorhidrato de 5-cloro-2-metil-3-(1,2,3,6-tetrahidro-4-piridinil)-1H-indol (EMD-386088)

y el clorhidrato de N-[3,5-dicloro-2- (metoxi) fenil]-4-(metoxi)-3-(1-piperazinil) benceno
sulfonamida (SB-399885) ambos de Tocris (Bioscience, Bristol, UK). El (S)-1-[(3-
clorofenil)sulfonil]-4-(pirrolidina-3-il-amino)-1H-pirrolo[3,2-c]quinolina  (CPPQ) vy el
Clorhidrato de 3-(3-fluorobenzil)-2-etil-7-(piperazin-1-il)-3H-imidazo [4,5-b]piridina (PZ-
1444) fueron donados por el Dr. Pawel Zajdel, de la universidad Jagiellonian en Polonia

para la realizacion de este proyecto.
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Para la administracién sistémica las dosis de los farmacos y el vehiculo se ajustaron de
tal forma de que se administre un volumen de 1 mL/kg de peso. El EMD-386088, el CPPQ
y el PZ-1444 se disolvieron en solucion salina isotdnica. EI SB-399885 se suspendid en
Tween 80 al 1%.

Todas las dosis probadas, se obtuvieron de diversos estudios que han demostrado tener
un efecto concreto durante el aprendizaje, la consolidacion o el recuerdo de una memoria
en animales sin tratamiento, en modelos de déficits cognitivos y/o en animales
envejecidos (Grychowska et al., 2016; Hirst et al., 2006; King et al., 2004; Meffre et al.,
2012; Meneses et al., 2008; Shortall et al., 2018; Vanda et al., 2018).

6.4 Disefio experimental
6.4.1 Protocolo de formacion de memoria y olvido

Después del periodo de restriccion de alimento en el primer dia de evaluacion todas las
ratas se sometieron a la sesion del entrenamiento, una hora y media después se evaluo
la memoria a corto plazo. Luego de 24 y 48 horas del entrenamiento, se evaluo la
memoria a largo plazo. Solo las ratas que cumplieron con el criterio de haber realizado
por lo menos 4 respuestas condicionadas a las 48 h se sometieron al periodo de
interrupcion de ensayos Yy fueron llevadas al bioterio, donde tuvieron alimento y agua ad
libitum durante seis dias, en este sexto dia se les retirdé el alimento y regresaron al
laboratorio para que en el séptimo dia (168 h) fueron pesadas y evaluadas bajo las
mismas condiciones que en el ensayo de la memoria a largo plazo (Figura 7). Se conoce
gue un periodo de interrupcién de ensayos de una semana es un periodo suficiente para
gque ocurra el olvido de una memoria formada con la prueba conductual de
automoldeamiento, conductualmente se expresa en una disminucién de las respuestas
condicionadas (Meneses y Tellez, 2014). Ademas, en este paradigma de olvido por
decaimiento existen dos etapas relevantes que nos permiten modular a este proceso,
cuando el olvido se esta formando (p.ej. antes del periodo de interrupcion de ensayos)
y/o al momento de recuperar una memoria (p.ej. antes del ensayo a las 168 h). (Tellez et
al., 2012).
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Periodo de interrupcion de ensavos

Entrenamientoy Memoriz a largo
MCp plazo

FIGURA 7. Disefio experimental para el protocolo de formacion de memoria y
olvido. Del dia 0 a 7 los animales se someten a restriccion de alimento, el dia 8 se
entrenan y se evalla la memoria a corto plazo (MCP), mientras que en los dias 9y 10 se
evalla la memoria a largo plazo. Del dia 10 a 16 los animales se encontraran en el bioterio
y regresan al laboratorio para ser evaluados en el dia 17.

6.5 Disefo farmacoldgico
6.5.1 Administracion sistémica

Los distintos farmacos utilizados se administraron via intraperitoneal de acuerdo con la

Figura 8.
/ Periodo de interrupcion de ensayos \
Horas
0 1.5 24 48\ /'1 68
Entrenamiento Memoria Memoria a largo Olvido
a corto plazo
plazo

FIGURA 8. Disefio farmacoldgico para la evaluacion del efecto del receptor 5-HT6
en el olvido. Las flechas representan el tiempo de administracién del farmaco o del
vehiculo, la flecha negra corresponde a la evaluacion del efecto sobre la formacion del
olvido, la flecha azul al efecto sobre la recuperacion de informacién y la roja a el efecto
en ambas fases.

En el experimento de la coadministracion del agonista inverso y el antagonista, se
administré primero el agonista inverso y unos minutos después (5-10 min) se administré

el antagonista.
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6.6 Anédlisis estadistico

Para elaborar los cursos temporales de aprendizaje/olvido, las respuestas condicionadas
se transformaron en porcentaje de acuerdo con el nUmero total de ensayos para cada
sesion. Este porcentaje de respuestas condicionadas se expresé como la media + e.e.m.
cuyo posterior andlisis con la prueba de analisis de varianza de dos vias seguida de la
prueba de comparaciones multiples de Tukey.

El andlisis de la informacion perdida por el paso del tiempo (olvido) se realiz6 con una
normalizacion de los datos. En esta normalizacién, el porcentaje de respuestas
condicionadas obtenido a las 48 h por cada animal representa la cantidad maxima de
informacion que cada animal puede aprender y éste corresponde a el 100% de
informacion almacenada o a la maxima retenciéon. Cuando se equipara el % de
respuestas condicionadas, realizadas por cada animal, a las 168 h con el % obtenido a
las 48 h, este valor representa la cantidad de informacion retenida, véase ecuacion 1. Al
restar 100% menos el % de la informacion retenida se obtuvo el porcentaje de informacion

perdida.

% respuestas condicionadas (168 h)) 100
X

o . S
elnformacion retenida ( % respuestas condicionadas(48 h)

Ecuacion 1. Normalizacion de los valores de las respuestas condicionadas para obtener
el porciento de la informacion retenida a las 168 h.

Para estas graficas el % de informacion retenida y el % de informacion perdida se
expresaron como la media + e.e.m. Esta informacion se analiz6 con la prueba de analisis

de varianza de dos vias seguida de la prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Experimentos conductuales y farmacologicos

En estos experimentos se busca realizar una caracterizacion de la participacién del
receptor 5-HTe en los procesos del olvido y del recuerdo, utilizando dosis establecidas en
la literatura (como se mencioné en el apartado de farmacos) que pudiesen proteger contra
el olvido o favorecerlo (Grychowska et al., 2016; Meneses et al., 2008; Pérez-Garcia y
Meneses, 2005). Para ello, se usaron farmacos con diferentes actividades intrinsecas: un
agonista parcial (EMD-386088), un antagonista (SB-399885) y los farmacos donados por
el Dr. Zajdel: el antagonista (CPPQ) y un agonista inverso parcial (PZ-1444).

7.1.1 Evaluacion farmacoldgica del receptor 5-HTg sobre la formacion del olvido

En las figuras siguientes se presenta el curso temporal de la formacion de la memoria y
su olvido; y el analisis de la retencion entre las 48 h y las 168 h con los diversos
tratamientos (figuras 9; 10; 11; 12). En cualquiera de los cursos temporales de estas
figuras, los primeros tres puntos de cualquier tratamiento corresponden a la fase del
aprendizaje y consolidacion de la memoria. Esta fase es representada por un incremento
gradual en el porcentaje de respuestas condicionadas hasta que se alcanza la maxima
retencion de cada animal en el ensayo de las 48 h. Posterior a este ensayo, se realizo la
administracion del vehiculo o el farmaco para evaluar el papel del receptor en la formacion

del olvido. Luego, el animal se somete a una semana (168 h) de interrupcion de ensayos.

El grupo tratado con el vehiculo, después de esas 168 h, presenta una disminucion del
porcentaje de respuestas condicionadas con respecto a lo realizado en el ensayo de las
48 h (Figuras 9; 10; 11; 12), indicando que los animales tienen una disminucion de la

retencion o un aumento en el olvido de la informacién almacenada previamente.

La figura 9a, muestra el curso temporal de la formacién de la memoria y el efecto del
EMD-386088 sobre el decaimiento de esa memoria, esta activacion parcial de los
receptores 5-HTe evita ligeramente el olvido (p=0.060 vs ensayo de las 48 h). En
contraste, los antagonistas (figura 10a y 12a) o el agonista inverso (figura 11a) mantienen

la media de respuestas condicionadas después de las 168h.
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Los datos anteriores sugieren que los animales presentas tasas de aprendizaje
diferentes. Es decir, los animales producen niveles de respuestas condicionadas
diferentes tanto en la evaluacion de memoria a largo plazo (48 h) como después del
periodo de interrupcion de ensayos a las (168 h). Debido a esto cada animal posee una
cantidad de retencion o de olvido diferente. Por ende, en las figuras 9b; 10b; 11b y 12b
muestran los datos del ensayo de la retencion (168 h) normalizados respecto a las 48 h.
Ademas, en estas figuras el grupo control disminuye hasta 68% su retencion respecto a
su retencién maxima. Es decir, los animales del grupo control retienen solo un 32% de lo
aprendido luego del periodo de interrupcion de ensayos de 168 h. La prueba ANOVA de
dos vias, nos indica que existe significancia en la interaccion del tratamiento y la retencion
a las 168 h (F99= 4.364, p=0.0003) y en solo uno de los efectos principales, el
tratamiento (F(7,99= 4.364, p=0.0003). Las comparaciones multiples nos indican que el
PZ-1444 [3.0] y los antagonistas (SB-399885 y CPPQ [3.0]) presentan un efecto anti-
olvido, con respecto al control, cuando son administrados antes del periodo de
interrupcion de ensayos. En contraste, el EMD-386088 (p=0.8905), el PZ-1444 [5.0]
(p=0.1881) y CPPQ [5.0] (p=0.6047) presentan una tendencia a evitar el olvido, pero que

no difiere de la retencién del grupo control.
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a Curso temporal de la formacion de la memoriay olvido (D-48)
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FIGURA 9. Efecto de la activacion parcial del receptor 5-HTs con el EMD-386088 sobre la

formacioén del olvido.

a) Cursotemporal de laformacion de lamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con EMD-386088. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo
de las 48 h (D-48) y se evalua su efecto en el olvido después de 168h. Media + e.e.m del
%RC. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p < 0.05 respecto al ensayo de las 48 h;
&p< 0.001 respecto al entrenamiento.

Evaluacion de la retencién de la informacion. La linea punteada corresponde a la
retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey; # p<0.05
respecto a la retencién maxima.

b)
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a Curso temporal de la formacion de la memoriay olvido (D-48)
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FIGURA 10. Efecto del bloqueo del receptor 5-HTs con el SB-399885 sobre la formacién del
olvido.

a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con SB-399885. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de
las 48 h (D-48) y se evalua su efecto en el olvido después de 168h. Media + e.e.m del %RC.
ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05 respecto al ensayo de las 48 h; & p< 0.001
respecto al entrenamiento.

b) Evaluacién delaretencién de lainformacidon para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retenciéon maxima; *p < 0.05 respecto al control.
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a Curso temporal de la formacién de la memoriay olvido (D-48)
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FIGURA 11. Efecto de la inactivacion parcial del receptor 5-HTg con el PZ-1444 sobre la

formacioén del olvido.

c) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con PZ-1444. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de las
48 h (D-48) y se evalla su efecto en el olvido después de 168h. Media + e.e.m del %RC.
ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p < 0.001
respecto al entrenamiento.
Evaluacion de laretencion de lainformacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencion maxima; *p < 0.05 respecto al control.

d)
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a Curso temporal de la formacion de la memoriay olvido (D-48)
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FIGURA 12. Efecto del bloqueo del receptor 5-HTs con el CPPQ sobre la formacion del

olvido.

e) Cursotemporal de laformacion de lamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo

f)

tratado con PZ-1444. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de las
48 h (D-48) y se evalla su efecto en el olvido después de 168h. Media *+ e.e.m del %RC.
ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p < 0.001
respecto al entrenamiento.

Evaluacion de laretencion de la informacidon para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencién maxima. Media £ e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencion maxima; *p < 0.05 respecto al control.
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Papel del receptor 5-HTs en la retencién de lainformacién (D-48)
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FIGURA 13. Efecto de la manipulacién farmacol6gica del receptor 5-HTs sobre la
formacion del olvido.

Evaluacion de la retencion de la informacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
*p<0.05 respecto al control. # p<0.05 respecto a la retencion maxima.

Por lo tanto, la inactivacion (PZ-1444) o el bloqueo del receptor 5-HTs (SB-399885 o
CPPQ [3]) tiene un efecto protector contra el olvido (Figura 13). Nuestros datos con el
SB-399885, PZ-1444 y el CPPQ [3.0] concuerdan con el estudio realizado por
Grychowska et al. en este estudio la administracion de interpiridina (un agonista inverso
in vitro) o el CPPQ [3.0] (un antagonista en comparacion con la interpiridina) después del
entrenamiento evita el olvido de una memoria episodica evaluada 24 h después de la
administracién del farmaco en la prueba de reconocimientos de objetos. Estos animales
tratados con “antagonistas” demostraban un mayor tiempo de exploracion del objeto
novedoso y un mayor indice de discriminacién, por lo que el tratamiento aumenta la
capacidad de las ratas para retener la informacién del objeto familiar (Grychowska et al.,
2016). Asi mismo, King et al. usando el mismo paradigma conductual, pero otros
antagonistas (Ro 04-6790 y SB-271046 [10 mg/Kg]), demuestran un efecto similar

cuando se administran los farmacos inmediatamente después de la sesion de
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entrenamiento y se evalla su retencion 4 h después (King et al., 2004). Estos efectos
sugieren que se puede estar evitando el olvido o mejorando la consolidacion, pero no
alterando la retencion, ya que son congruentes con los estudios previos del laboratorio,
que reportan que Ro 04-6790 mejora la consolidacion de la memoria cuando se
administra después del entrenamiento (Meneses, 2003).

Con respecto a los agonistas, poco se ha investigado su participacion en otras etapas
fuera de la adquisicion o consolidacion de la memoria. Woods y colaboradores evaluaron
el papel del EMD-386088 y el E-6801 en la prueba de condicionamiento de miedo al
contexto, ellos reportan que los agonistas no presentan ningun efecto cuando se
administra antes del entrenamiento, después del entrenamiento o antes de la sesion de
retencion (24 h) ya que no presentan diferencia con respecto al grupo control (Woods et
al., 2012). Es importante hacer notar que el condicionamiento al miedo produce memorias
que no son “olvidadas” con el paso del tiempo y cuya duracién puede llegar hasta 16
meses en ratas (Gale, 2004; Izquierdo, 2015). Un fendmeno interesante, reportado por
Schmidt y colaboradores, demuestra que el agonista completo WAY-208466 no afecta la
consolidacion de una memoria de miedo, pero si la reconsolidacion, ya que produce un
menor tiempo de congelamiento cuando se administra en el hipocampo 3 h después de
reactivar una memoria (Schmidt et al., 2017). Esto sugiere que la activacion de los
receptores 5-HTs pueden alterar o producir una deficiencia para recuperar una memoria

previamente almacenada.

De acuerdo con los datos reportados de microdialisis existe un modelo teérico de los
circuitos corticales que son modulados por los receptores 5-HTs. En este modelo como
se comento en la introduccion (pagina 30) se postula que los agonistas incrementan los
niveles extracelulares de GABA, pero no los niveles basales de glutamato, resultando en
la inhibicibn de neuronas colinérgicas, glutamatérgicas, dopaminérgicas Yy
serotoninérgicas (figura 6) (Schechter et al., 2008). Ademas, estos efectos originados por
los agonistas se evitan con la administracion previa de un antagonista. También, los
antagonistas como el SB-399885 producen un incremento de la liberacion de

norepinefrina, dopamina y posiblemente glutamato de manera dosis dependiente en la
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corteza prefrontal (Hirst et al., 2006). Se postula que este efecto se debe a la disminucién
de la liberacién de GABA (Dawson et al., 2011; King et al., 2004; Woolley et al., 2001).
Otra evidencia importante, se conoce que para mantener la potenciacion a largo plazo en
una neurona y/o algunos tipos de memorias, es necesario evitar la activacion de los
receptores NMDA mediante la administracion crénica de antagonistas, es decir, que el
olvido necesita de la activacion de los receptores NMDA (Hardt et al., 2013; Migues et al.,
2016; Sachser et al., 2016; Villarreal et al., 2002). Aunado a lo anterior, es necesario
resaltar que durante el aprendizaje y la consolidacion de la memoria en la prueba
conductual del automoldeamiento (ensayo de las 1.5 a las 48 h) hay una regulacion a la
baja en diversas areas cerebrales del mMRNA y posiblemente también de la proteina del
receptor 5-HTe (Huerta-Rivas et al., 2010; Marcos et al., 2010; Meneses et al., 2007). Por
consiguiente, durante los periodos de administracion de los farmacos es importate
considerar que estos receptores se encuentran regulados a la baja. Finalmente, la
expresion de diversos transportadores después de evaluar la memoria de largo plazo (48
h), se encuentra una regulacion al alta del transportador de GABA (GAT) en la corteza
prefrontal y una disminucion de GAT en el hipocampo y estriado; el transportador de
aminoacidos excitatorios (EAAT1) aumenta en la corteza prefrontal y estriado, pero
disminuye en el hipocampo; asimismo, el transportador de serotonina (SERT) disminuye

en el hipocampo (Tellez et al., 2012).

Con todos estos antecedentes, se propone a continuacion un modelo de la regulacion del
flujo de la informacion por los receptores 5-HTs, concretamente el modelo se centra en la
corteza prefrontal, ya que es el area con mayor relacion durante el recuerdo de memorias

y su olvido (Guise y Shapiro, 2017; Preston y Eichenbaum, 2013).

En este contexto, el olvido de la informacion que se presenta en el grupo control se debe
a las condiciones basales del sistema, donde la activacion del receptor 5-HTe produce el
incremento de la liberacion de GABA, el aumento de GAT propicia la disminucién de la
cantidad de GABA extracelular, atenuando la inhibicibn de otros sistemas de
neurotransmisién. Ademas, por la actividad constitutiva del receptor o por via paracrina

de la serotonina se activarian los receptores 5-HTs en neuronas glutamatérgicas

| 47 |



produciendo una liberacion pequefia de glutamato, propiciando la activacion frecuente de
los receptores NMDA en neuronas que almacenan la informacién que denominaré
“neuronas de engrama” (figura 14a). De esta forma, se desencadenan los mecanismos
del olvido en las células de engrama como las fosfatasas PP1 y/o PP2A (véase pag.16).
Esta idea concuerda con los datos de produccién de AMPc de Pérez-Garcia y Meneses,
ellos reportan que la acumulacibn de AMPc en la corteza prefrontal de animales
entrenados y sacrificados después del ensayo de las 48 h no difiere de los animales
pasivos (no entrenados), aunque en el hipocampo si hay un aumento en el AMPc (Pérez-
Garcia y Meneses, 2008), sugiriendo que cuando se inicia el proceso de olvido, no hay
un cambio neto en la excitabilidad neuronal de la corteza prefrontal, pero esto puede

cambiar de alguna forma en funcion del tiempo.

De esta forma, se propone que el pequefio efecto antiolvido del agonista parcial se debe
a su capacidad para evitar la activacion de los receptores NMDA, este efecto se ve
atenuado por el posible antagonismo al tono serotoninérgico. En consecuencia, el EMD-
386088 activa parcialmente y al mismo tiempo antagoniza a los receptores 5-HTe de las
neuronas glutamatérgicas y gabaérgicas, efecto al que se le adiciona la rapida recaptura
de GABA por el aumento de GAT (figura 14b). Es asi, que se retrasa la despolarizacion
de las neuronas glutamatérgicas y la activacion de los receptores NMDA, ergo, evitando
parcialmente el olvido. En los datos no publicados de Pérez-Garcia la administracion
(preentrenamiento) del EMD-386088 [5 mg/kg], aumento ligeramente la produccion de
AMPc de manera no significativa respecto al grupo control, después del ensayo de las
48h (Pérez-Garcia, 2010). Otra opcion es que exista una potenciacion del efecto de la
serotonina sobre las neuronas gabaérgicas, ya que en estudios funcionales in vitro, se
demuestra que con concentraciones bajas de serotonina el EMD-386088 produce una
potenciacion del efecto (aumento en la producciéon de AMPc), mientras que en
concentraciones mayores empieza a antagonizar a la 5-HT (Jastrzébska-Wiések et al.,
2013). Adicionalmente, se puede integrar la participacién del receptor 5-HT3 ya que el
EMD-386088 posee una ligera afinidad por el receptor (pKi= 7.47) aunque se desconoce
si este farmaco activa o bloquea al receptor (Jastrzebska-Wiesek et al., 2018).

Posiblemente un agonista completo podria favorecer el olvido, ya que el agonista WAY -
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181187 produce deficiencias en la consolidacién de la memoria en un paradigma de
memoria social. Ademas, un posible sinergismo de estos déficits se presenta al
coadministrar dosis inactivas del agonista con escopolamina (amnesia farmacologica),

efectos que son revertidos por los antagonistas del 5-HTe (Loiseau et al., 2008).

Las ideas anteriores no serian aplicables para el caso de los antagonistas ya que los
estudios de microdidlisis reportan que estas sustancias incrementan los niveles
extracelulares de glutamato y acetilcolina, exclusivamente en el hipocampo y corteza
frontal (Dawson et al., 2000; Hirst et al., 2006). En consecuencia, el incremento de
glutamato deberia activar los receptores NMDA y producir olvido (Sachser et al., 2016),
efecto que no sucede en nuestros datos. La hipdtesis propuesta por Woods y
colaboradores que pudiese explicar estos posibles efectos paradojicos, indica que los

antagonistas actuan solamente sobre las neuronas gabaérgicas (pagina 32).

Mientras que los agonistas actuan solamente sobre el receptor 5-HTe de las neuronas
glutamatérgicas, que bajo condiciones basales reciben un tono serotoninérgico pequefo
(Woods et al., 2012). Aunado a lo anterior, el antagonista SB-399885 se ha asociado con
una mejoria en la consolidacion de la memoria y una reversion de la amnesia
farmacoldgica al regular al alta el mMRNA del receptor 5-HTe (Huerta-Rivas et al., 2010).
Estas evidencias se ajustan a los datos no publicados de produccion de AMPc de Pérez-
Garcia, donde la dosis de 10 mg/Kg del SB-399885 (administrado preentrenamiento)
aumenta de manera significativa los niveles de AMPc en la corteza prefrontal después
del ensayo de las 48 respecto al grupo control (Pérez-Garcia, 2010). Posiblemente,
durante los 7 dias de formacién del olvido, exista un aumento similar o mayor en la
produccion de AMPc en las neuronas gabaérgicas ocasionado por este aumento de los
receptores 5-HTe (ocasionado por los antagonistas), manteniendo inhibidas a las

neuronas glutamatérgicas por periodos mas largos y asi evitando el olvido (Figura 14c).

| 49 |



a b

Efecto durante la § o
inistracié | Gabaérgica e - —
administracion rgica | rrenn . lo z g OO S
\} o O O b V:‘)
. 4 O Serotonérgica b
Efecto post- ‘ {o ° O
administracion e L
o
O —\J Agonista parcial
o) ) EMD-386088
° OJQO_/O;.\\ 0

I~ —1

L

*33,
¥3>»  Glutamatérgica
»”

Glutamatérgica

5-HTR | Wlll| NMDAR m GABA-R m GAT D EAAT E SERT
Pre-sinapsis Post-sinapsis & Neurona de engrama [ mRNA del 5HT,

AMPc Actividad constitutiva (AMPc) mmperpolarizacién

FIGURA 14. Propuesta de los posibles mecanismos neuroquimicos asociados al
receptor 5-HTs durante la formacion del olvido en la corteza prefrontal.

a) Grupo control. Posterior a la evaluacién de la memoria a largo plazo, hay una
regulacion a la baja del receptor 5-HTs y un aumento de GAT,; asi durante los siete dias
de olvido, hay una disminucién de la inhibicibn a las neuronas glutamatérgicas,
favoreciendo la liberacion de glutamato a las neuronas de engrama originando el olvido
de la informacion.

b) Grupo con el agonista parcial. Con este grupo el EMD-386088, activa parcialmente al
receptor 5-HTes, mientras que en las neuronas gabaérgicas antagoniza el efecto de la
serotonina, en las glutamatérgicas se debe de integrar el efecto de hiperpolarizante de
los receptores activados por GABA y la despolarizacion por el 5-HTsR, permitiendo que
las neuronas glutamatérgicas retarden su despolarizacién, evitando parcialmente el
olvido.

Los rectangulos negros corresponden al efecto durante la administracion del vehiculo o
farmaco. Los rectanaulos azules al efecto posterior a la administracion.
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En el caso del agonista inverso sucederia un efecto similar al inactivar parcialmente a los
receptores 5-HTs (independientemente de su expresion) tanto en neuronas gabaérgicas
como glutamatérgicas, se aumenta ligeramente los niveles de GABA y glutamato hasta
qgue el farmaco es eliminado, al parecer permanece hasta por 5 h en el cerbero (Vanda
et al, 2018). Posteriormente, se regresarian a las condiciones basales donde
predominaria el tono gabaérgico, produciendo un efecto antiolvido muy similar al obtenido
con el antagonista. Respecto a mecanismos moleculares posiblemente el farmaco

inactive a las vias de sefalizacién no candnicas del receptor (Figura 14d).

Los enunciados anteriores sugieren que la inactivaciéon o el bloqueo de los receptores 5-
HTs es importante para evitar el decaimiento de una memoria, aunque el mecanismo por

lo cual sucede sigue sin ser claro.
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FIGURA 14. Propuesta de los posibles mecanismos neuroquimicos asociados al
receptor 5-HTs durante la formacion del olvido en la corteza prefrontal (Continuacion).

c) Grupo con el antagonista. Después de la evaluacion de la memoria a largo plazo y
administracion del farmaco, hay una regulacion al alta del receptor 5-HTs. Durante los
siete dias de olvido el incremento de los receptores 5-HTe permiten la inhibicion a las
neuronas glutamatérgicas, evitando la liberacion de glutamato hacia las neuronas de
engrama y por ende el olvido de la informacion.

d) Grupo con el agonista inverso parcial. En el caso de este farmaco inactiva
parcialmente al receptor 5-HTs, tanto en neuronas glutamatérgicas como en las neuronas
gabaérgicas. Disminuyendo la liberacién de GABA y glutamato la despolarizacion por el
5-HTeR, evitando temporalmente el olvido.

Los rectangulos negros corresponden al efecto durante la administracion del vehiculo o

farmaco. Los rectangulos azules al efecto posterior a la administracion.
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7.1.2 Evaluacién farmacoldgica del receptor 5-HTs sobre la recuperacién de la
memoria

De manera similar a lo comentado en la administracion posterior a las 48 h, los primeros
tres puntos de los cursos temporales en cualquier tratamiento corresponden a la
formacién de una memoria. Después del periodo de interrupcion de ensayos en el grupo
control los animales olvidan la informacion almacenada previamente. El curso temporal
(figuras 15a; 16a; 17a 'y 18a) muestra que todos los farmacos facilitan la recuperacion de
una memoria, protegiendo del olvido, manteniendo una proporcion similar de las
respuestas condicionadas al ensayo de las 48 h. Excepto el CPPQ [5.0], quien no difiere
del grupo control. Ademas, el PZ-1444 [3.0] muestra un facilitamiento de la recuperacion

de la informacion, ocasionando que los animales realicen mas respuestas condicionadas.

En el caso del andlisis de la retencion de la informacion, el analisis de varianza muestra
significancia en el efecto del tratamiento (F,08 = 4.225, p=0.0004) y la interaccion del
tratamiento y la retencion (F(z,08) = 4.225, p=0.0004). En las figuras 15b; 16b; 17b y 18b,
gue corresponde al andlisis de la retencion, se puede apreciar que todos los tratamientos
facilitan el recuerdo evitando la perdida de la informacién, exceptuando al control, el PZ-
1444 [5.0] y el CPPQ [5.0] quienes no difieren del control (p=0.1413 y 0.9997
respectivamente). Ademas, la figura 18b muestra que al incrementar la dosis del CPPQ
existe una tendencia a favorecer el olvido. Asimismo, con la normalizacion de los datos
es contundente que el agonista inverso posee un efecto promnésico (figura 17b). Por
ende, hay un aumento de la retencién en los animales por encima de la retenciébn maxima
(p=0.0451).
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FIGURA 15. Efecto de la activacion parcial del receptor 5-HTs con el EMD-386088 sobre la
recuperacion de la informacion.

a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con EMD-386088. La administracion del farmaco se realiza 30 min antes del
ensayo de las 168 h (A-168). Media + e.e.m del %RC. ANOVA de dos vias, post hoc de
Tukey. *p < 0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p< 0.001 respecto al entrenamiento.

b) Evaluacién de la retencién de la informacidon. La linea punteada corresponde a la
retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey; # p<0.05
respecto a la retencion maxima. ** p < 0.001 respecto al control.

Retencion a las 168 h
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FIGURA 16. Efecto del bloqueo del receptor 5-HTs con el SB-399885 sobre la recuperacion de
la informacion.

a) Curso temporal de la formacién de la memoria y el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con SB-399885. La administracion del farmaco se realiza 30 min antes del ensayo de
las 168 h (A-168). Media + e.e.m del %RC. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p< 0.05
respecto al ensayo de las 48 h; & p <0.001 respecto al entrenamiento.

b) Evaluacién de la retencion de lainformacién. La linea punteada corresponde a la retencion
maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey; # p<0.05 respecto a la
retencion maxima. *p < 0.05 respecto al control.

| 55|
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FIGURA 17. Efecto de la inactivacién parcial del receptor 5-HTs con el PZ-1444 sobre la
recuperacion de lainformacién.

a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con PZ-1444. La administracion del farmaco se realiza 30 min antes del ensayo de
las 168 h (A-168). Media + e.e.m del %RC. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05
respecto al ensayo de las 48 h; &p < 0.001 respecto al entrenamiento.

b) Evaluacién delaretencién de lainformacidon para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencibn maxima; ***p< 0.0001 respecto al control.
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a Curso temporal de la formacién de la memoriay olvido (D-48.)
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FIGURA 18. Efecto del bloqueo del receptor 5-HTs con el CPPQ sobre la formacion del
olvido.

a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con CPPQ. La administracion del farmaco se realiza 30 min antes del ensayo de
las 168 h (A-168). Media + e.e.m del %RC. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05
respecto al ensayo de las 48 h; &p < 0.001 respecto al entrenamiento.

b) Evaluacién delaretencidon de lainformacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencion maxima; *p < 0.05 respecto al control.
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Poca investigacion se ha realizado en otras etapas de la memoria aparte de la
consolidacion o la adquisicion. En el caso de la recuperacién de una memoria, el equipo
de Da Silva Costa-Aze, evalud en la prueba de evitacidén pasiva y en el laberinto en T, la
administracion del antagonista SB-271046 [3, 10, 30 mg/Kg] solo o en combinacién con
escopolamina 60 minutos antes del ensayo de la recuperacion de la memoria. Ellos
reportan que el antagonista por si solo no posee efecto (no existe diferencia respecto al
grupo control), pero cuando se presenta amnesia farmacolégica solo las dosis de 10y 30
son capaces de revertirla (Da Silva Costa-Aze et al.,, 2012). Aunado a lo anterior, la
administracién de los antagonistas (Ro 04-6790 y SB-271046 [10 mg/Kg]), 20 minutos
antes de la prueba de retencion (en el paradigma de reconocimiento de objetos) no tienen
efecto, haciendo que los animales pasen el mismo tiempo explorando ambos objetos
(familiar y el novedoso), es importante remarcar que el SB-271046 disminuyo de manera
significativa el tiempo de exploracion durante el entrenamiento en ambos objetos (King
et al., 2004), aunque los autores no proveen una explicacion para esto, se podria sugerir
gue los animales retienen la informacién del objeto familiar y al mismo tiempo se facilita
el reconocimiento del objeto novedoso o podria ser parte del efecto ansiolitico de estos
farmacos (Nikiforuk et al., 2011).

Los datos obtenidos muestran que la administracion de dos antagonistas diferentes (SB-
399885 y el CPPQ), previo a la evaluacion la retencion, favorecen el recuerdo de
informacion y que la inactivacion parcial (PZ-1444) del receptor facilita el recuerdo y
mejora la eficiencia conductual de los animales. Estos efectos pueden deberse al
aumento de glutamato al momento de disminuir la actividad de las interneuronas
gabaérgicas, ya que se conoce que dentro de los mecanismos moleculares involucrados
en el recuerdo de memorias “episddicas” estan implicados el neurotransmisor glutamato
y su sefalizacion rio abajo. En los experimentos de Barros et al., se administraron
diferentes farmacos en distintas areas cerebrales y se identificd: que la administracion de
antagonistas a los receptores AMPA, mGIuR o los inhibidores de la PKA o MAPK en el
hipocampo, la corteza entorrinal, parietal o anterior cingulada (10 minutos antes de la
sesién de la recuperacion de la informacion) producian deficiencias en el recuerdo
(Barros et al., 2000).
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Por lo tanto, se propone para caso de los antagonistas: un aumento en los niveles de
glutamato, después de su administracion, que posteriormente activa a los receptores
NMDA y AMPA favoreciendo asi el recuerdo (figura 20c). Este efecto coincide con lo
reportado por King et al. donde los procognitivos del receptor 5-HTe, ocasionados por el
aumento en los niveles de glutamato, son sensibles al bloqueo de los receptores NMDA
por un antagonista no competitivo (MK-801) (King et al., 2004).

Un efecto interesante es que los agonistas también hayan favorecido el recuerdo de la
informacién, ya que si tomamos en consideracion que incrementan los niveles de GABA,
contradice diversos estudios donde se provocan deficiencias en el recuerdo al inactivar
diferentes areas cerebrales con muscimol antes de la recuperacion de una memoria (Holt
y Maren, 2018; Moser y Moser, 2018; Peters et al., 2013). Asimismo, se ha reportado que
el antagonismo de los receptores GABAAa con picrotoxina facilita el recuerdo (McGaugh
et al., 1990).

Papel del receptor 5-HTs en la retencion de lainformacion (A-168)

225+ #
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FIGURA 19. Efecto de la manipulacion farmacolédgica del receptor 5-HTs sobre la
recuperacion de una memoria.

Evaluacion de la retencion de la informacién para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey; *p<0.05;
** p<0.001; *** p<0.0001 respecto al control. # p<0.05 respecto a la retencion maxima.
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Posiblemente estos efectos se relacionen con la expresion de los transportadores, Téllez
y colaboradores demuestran, utilizando el mismo paradigma de olvido, que los animales
gue olvidan (a las 168 h) incrementaron la expresion de GAT en el hipocampo, el estriado
y la corteza prefrontal, y el SERT y DAT aumentan solamente en la corteza prefrontal
(Tellez et al., 2012). De esta forma, aun cuando se incremente parcialmente la liberacion
de GABA por el EMD-386088, el aumento en la expresion de GAT y SERT (por el
fendmeno del olvido) permitiria la disminucién de GABA y 5-HT extracelular permitiendo
gue las neuronas glutamatérgicas se despolaricen y por lo tanto favoreciendo la
recuperacion de la informacion (figura 20b). Es importante no perder de vista que el
agonista parcial también puede estar antagonizado el tono serotoninérgico y/o activando
a los receptores 5-HTs en las neuronas glutamatérgicas potenciando la liberacion de
glutamato, lo que explicaria el incremento de la informacion recuperada respecto al grupo

control.

En el caso del grupo control, se presenta un efecto similar al de las 48 h, hay un aumento
de la liberacion de GABA que es recapturado rapidamente, ademas, el aumento de SERT
contribuye a la disminucion de la liberacion de GABA al disminuir la estimulacion de los
5-HTe. En consecuencia, se incrementa la liberacion de glutamato, permitiéndole al
animal recuperar la poca informacion que no fue olvidada (figura 20a). Finalmente, en el
caso del agonista inverso se presentaria el mismo efecto de inactivacion parcial de los
receptores 5-HTe. Sin embargo, esto causaria una reduccion de glutamato liberado hacia
las neuronas de engrama, causando deficiencias en el recuerdo, efecto contrario al
observado donde se facilita el recuerdo a tal punto que mejora el rendimiento conductual
del animal. Estos efectos facilitadores de la memoria pudiesen ser producidos al activarse
algun sistema de neurotransmision o mecanismo molecular que es inhibido por GABA y
glutamato durante el recuerdo pero que al mismo tiempo es modulado por el receptor 5-
HTe. Es de especial interés el sistema noradrenérgico, ya que es el Unico sistema que
incrementa sus niveles al dejar de ser inhibido por GABA y sus niveles basales no se
afectan por los agonistas 5-HTs, ademas se ha reportado que la activacion de este
sistema mejora la recuperacion de la informacién (figura 20d) (Hirst et al., 2000;
McGaugh, 2013; Schechter et al., 2008).
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FIGURA 20. Propuesta de los posibles mecanismos neuroquimicos asociados al
receptor 5-HTs al momento de recuperar informacion en la corteza prefrontal.

a) Grupo control. Después de la formacion de una memoria hay una regulacion a la baja
del receptor 5-HTsy un aumento de GAT. Durante los siete dias de olvido, hay una
disminucién de la inhibicion a las neuronas glutamatérgicas, favoreciendo la liberacion
de glutamato a las neuronas de engrama originando el olvido de la informacion.
Finalmente, a las 168 h, se libera la cantidad suficiente de glutamato, sobre las neuronas
de engrama permitiendo recordar una memoria.

b)

Grupo con el agonista parcial. El EMD-386088 activa parcialmente al receptor 5-HTe

tanto en neuronas glutamatérgicas como en las neuronas gabaérgicas. Junto a GAT
disminuye la liberacion de GABA. Permitiendo un incremento de los niveles de
glutamato, favoreciendo la recuperacion de la memoria.
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FIGURA 20. Propuesta de los posibles mecanismos neuroquimicos asociados al receptor
5-HTs durante la formacion del olvido en la corteza prefrontal (Continuacién).

c) Grupo con el antagonista. Después de la administracion del farmaco, los antagonistas

evitan la activacion de los receptores 5-HTe. Lo que conlleva a la disminucion de GABA y
en consecuencia produce el aumento de la liberacion de glutamato y el facilitamiento de la
recuperacion.
Grupo con el agonistainverso parcial. En el caso de este farmaco inactiva parcialmente
al receptor 5-HTs, tanto en neuronas glutamatérgicas como en las neuronas gabaérgicas,
disminuyendo la liberacion de GABA y glutamato. Posiblemente el efecto promnesico sea
producto de la inhibicién de algun mecanismo molecular del 5-HTs 0 por efecto de la
norepinefrina.

d)
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7.1.3 Evaluacion farmacolégica del receptor 5-HTs sobre la formacion del olvido y
la recuperacion de la memoria

Cuando se administraron los farmacos en ambas etapas, se observo de manera afin con
los otros tiempos de administracién, que en los cursos temporales (figuras 22a; 23a; 24a
y 25a), el grupo control pierde la informacion previamente almacenada después de 168
h de interrupcién de ensayos. Todos los demds tratamientos no muestran diferencia en
la cantidad de respuestas condicionadas entre el ensayo de las 48 hy el de las 168 h.

Excepto el CPPQ [3.0] quien disminuye su efecto antiolvido (figura 25a).

Respecto al andlisis de la retencion, el ANOVA nos indica la existencia de significancia
en el efecto del tratamiento (F(7,99=4.636; p=0.0002) y la interaccion (tratamiento y
retencion) (F,99) =4.636; p=0.0002). De esta manera en el andlisis de la retencion el
grupo control olvida (p=0.0454) con respecto a la maxima retencion de los animales a las
48 h (Figuras b). El agonista parcial y el inverso [3.0] producen un efecto anti-olvido
(p<0.0003 respecto al control), pero solamente el agonista parcial presenta un efecto
promneésico (p=0.0479 respecto a la retencion maxima). En el caso del PZ-1444 (figura
24Db) se produce una menor facilitacién del recuerdo al administrarse en ambas etapas
gue cuando se realiza una sola administracion (A-168), incluso una dosis mayor [5.0]
produce una disminucion de su efecto. Respecto al EMD-386088 (figura 22b) es el Unico
farmaco que cuando se administra dos veces mejora la recuperacion de la informacion
causando un efecto promnésico. Finalmente, los antagonistas al administrarse en las dos
etapas tienden a perder su capacidad de evitar el olvido (p>0.48 respecto al control)
(figuras 23b y 25h).
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FIGURA 21. Efecto de la activacion parcial del receptor 5-HTs con el EMD-386088 en la
formacion del olvido y la recuperacién de la informacion.
a) Curso temporal de la formacién de la memoria y el olvido por decaimiento en el grupo

b)

tratado con EMD-386088. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de las
48 h (D-48) y 30 min. antes del ensayo de las 168 h (A-168). Media + e.e.m del %RC. ANOVA
de dos vias, post hoc de Tukey. *p < 0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p< 0.001 respecto al
entrenamiento.
Evaluacion de la retencion de la informacién. La linea punteada corresponde a la retencion
maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey; # p<0.05 respecto a la retencion
maxima. *** p < 0.0001 respecto al control.
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FIGURA 22. Efecto del bloqueo del receptor 5-HTs con el SB-399885 en la formacién del

olvido y larecuperacién de la informacion.

a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con SB-399885. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de
las 48 h (D-48) y 30 min. antes del ensayo de las 168 h (A-168). Media + e.e.m del %RC.
ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p < 0.001
respecto al entrenamiento.

Evaluacion de laretencion de lainformacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencion maxima; *p < 0.05 respecto al control.

b)
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FIGURA 23. Efecto de la inactivacién parcial del receptor 5-HTg con el PZ-1444 en la
formacion del olvido y la recuperacion de la informacidn.
a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo
tratado con PZ-1444. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de las
48 h (D-48) y 30 min. antes del ensayo de las 168 h (A-168). Media * e.e.m del %RC.

ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p < 0.001
respecto al entrenamiento.

b) Evaluacién delaretencién de lainformacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencion maxima; **p< 0.001 respecto al control.
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FIGURA 24. Efecto del bloqueo del receptor 5-HTs con el CPPQ en la formacion del olvido
y larecuperacion de la informacion.

a) Cursotemporal delaformacion delamemoriay el olvido por decaimiento en el grupo

tratado con CPPQ. La administracion del farmaco se realiza después del ensayo de las 48

h (D-48) y 30 min. antes del ensayo de las 168 h (A-168). Media * e.e.m del %RC. ANOVA

de dos vias, post hoc de Tukey. *p<0.05 respecto al ensayo de las 48 h; &p <0.001 respecto
al entrenamiento.

b) Evaluacién delaretencién de lainformacidon para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
# p<0.05 respecto a la retencion maxima.
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Hasta la fecha no existe ningun estudio que haya hecho esta caracterizacion
farmacoldgica evaluando el efecto de algun farmaco durante la formacion del olvido y en
el recuerdo de una memora de manera aguda, lo mas cercano a este disefio experimental
podrian ser las administraciones crénicas de agonistas o antagonistas. En estos estudios
se ha observado que un agonista completo, WAY-208466 (10 mg/kg, s.c.), administrado
por 14 dias no produce desensibilizacion del receptor, sino que una tendencia a
sensibilizar a los receptores 5-HTg, ya que en la ultima administracion del farmaco se
incrementan los niveles de GABA en la corteza frontal (800%) respecto a los niveles
basales, un efecto mayor al que es producido por un tratamiento agudo (350%)
(Schechter et al., 2008). Sin embargo, se ha reportado que la serotonina produce una
rapida desensibilizacion del receptor 5-HTs humano en lineas celulares (Max et al, 1995),
aunque este ultimo estudio no se ha reproducido. Respecto a los estudios farmacologicos
in vivo, la administracion por 14 dias de EMD-386088 (2.5 mg/Kg, i.p.), disminuye de
manera significativa el nimero de ensayos requeridos para aprender la prueba de
evitacion pasiva en ratas sin el bulbo olfatorio (Jastrzebska-Wiesek et al., 2015). Por otra
parte, la administracion cronica (7 dias, 1 — 30 mg/Kg, p.o.) de los antagonistas SB-
399885 o SB-357134, mejora la consolidaciéon de la memoria o revierte la amnesia
causada por la escopolamina o dizocilpina (Pérez-Garcia et al., 2005). Estos datos,
sugieren que la administracion crénica de agonistas o antagonistas pudiesen sensibilizar
a los receptores o que los farmacos inducen cambios en la regulaciéon del mMRNA o de la
proteina del receptor, como se coment6 anteriormente: el aprendizaje regula a la baja el
MRNA vy la proteina del receptor 5-HTe, mientras que la administracion de los
antagonistas regula al alta el mMRNA del receptor durante el aprendizaje manteniendo los
mismos niveles de expresion que el grupo control. Ademas, la administracién de los
antagonistas en animales no entrenados produce una regulacion a la baja la expresiéon
del gen (Huerta-Rivas et al., 2010; Meneses et al., 2007). Marcos y colaboradores
confirman que hay una regulacién a la baja del receptor durante el aprendizaje y sugieren
gue esto puede ser ocasionado por que el receptor 5-HTs influye negativamente durante

el aprendizaje y el almacenamiento de una memoria (Marcos et al., 2010).
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FIGURA 25. Efecto de la manipulacion farmacoldgica del receptor 5-HTg sobre la
formacion del olvido y la recuperacion de una memoria.

Evaluacién de la retencion de la informacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencibn maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
**p<0.001; *** p<0.0001 respecto al control. # p<0.05 respecto a la retencién maxima.

En consecuencia, el efecto neto que observamos en estos grupos proviene de los
cambios generados al administrar durante la formacion del olvido, reflejados cuando se
vuelve a administrar antes de recordar. La figura 26a muestra que el grupo control olvida
por el decremento en la liberacion de GABA, ocasionando una liberacion pequefia de
glutamato, propiciando la activacion frecuente de los receptores NMDA en neuronas del
engrama. Durante la recuperacion de la informacion, la disminucién de los receptores 5-
HTe por el aprendizaje y el aumento de GAT por el olvido, produce un incremento en la
liberacién de glutamato, permitiéndole al animal recuperar la poca informacion que no fue
olvidada. La administracion del EMD-386088, activa parcialmente al receptor 5-HTs,
retardando la liberacion de glutamato, y evitando el olvido. Cuando se administra antes
de las 168 h se favorece la recuperacion de estas memorias no olvidadas, produciendo
un efecto promnésico. Es decir, la activacion parcial del receptor en ambas etapas
produce memorias “fuertes” que posteriormente son recuperadas con mayor facilidad
(figura 26b).
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A nuestro conocimiento, no se ha reportado en ningun estudio que los antagonistas
disminuyan su efecto procognitivo con 2 o mas administraciones. Con nuestros datos se
propone que la regulacion al alta del receptor 5-HTe ocasionada por el antagonista (SB-
399885) posterior a su administracion se mantiene durante la recuperacion de la
informacién, esto ocasiona que no todos los receptores sean bloqueados por el
antagonista, haciendo que haya un incremento en la liberacién de GABA e inhibiendo al
sistema glutamatérgico. Esto se traduce en la disminucion de la habilidad de recuperar
informacién (figura 26¢). Esta propuesta concuerda en parte con lo reportado por Mitchell
et al., quienes por transferencia viral de genes sobreexpresaron los receptores 5-HTs en
el estriado, produciendo deficiencias en la adquisicion de un aprendizaje instrumental,
pero no en un aprendizaje espacial (que depende del hipocampo). Aunado a lo anterior,
estas deficiencias son revertidas por la administracion de un antagonista [SB-258585 (5.0
mg/kg)] antes de cada ensayo o en ratas que ya aprendieron (sobreentrenadas), por lo
gue la sobreexpresion del receptor en el estriado no afecta la recuperacion de la
informacion (Mitchell et al., 2007). Los datos anteriores sugieren que los cambios en la
expresion del receptor 5-HTe en areas especificas del cerebro desempefia un papel
importante para regular la adquisicion o el recuerdo de memorias, caso que se presenta

en patologias como el Alzheimer (revisado en Khoury et al., 2018).

Finalmente, en el caso del agonista inverso como se comenta en las paginas 56 y 67, la
primera administracion del agonista inverso produce un efecto antiolvido al evitar la
liberacién de glutamato. En la segunda administracion, se produce el mismo efecto,

disminuyendo en menor medida la recuperacion de la informacion (figura 26d).
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FIGURA 26. Propuesta de los posibles mecanismos neuroquimicos asociados al
receptor 5-HTs durante la formacién del olvido y la recuperacion de lainformacién en la
corteza prefrontal.

a) Grupo control. Posterior a la evaluacion de la memoria a largo plazo, hay una regulacion
a la baja del receptor 5-HTs y un aumento de GAT; asi durante los siete dias de olvido,
hay una disminucion de la inhibicién a las neuronas glutamatérgicas, favoreciendo la
liberacién de glutamato a las neuronas de engrama originando el olvido de la informacion.
Mientras que a las 168h se libera la cantidad suficiente de glutamato para recordar lo que
no fue olvidado.

b) Grupo con el agonista parcial. La administracién del EMD-386088, activa parcialmente
al receptor 5-HTs, retardando la liberacion de glutamato, y evitando el olvido. Cuando se
administra antes de las 168 h se favorece la recuperacion de estas memorias no
olvidadas, produciendo un efecto promnésico.

Los rectangulos negros corresponden al efecto posterior de la administracién D-48 h del vehiculo
o farmaco. Los rectangulos azules al efecto del tratamiento antes de la recuperacién de la
informacion.
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FIGURA 26. Propuesta de los posibles mecanismos neuroquimicos asociados al receptor
5-HTe durante la formacién del olvido y la recuperacion de la informacidn en la corteza
prefrontal (Continuacion).

c) Grupo con el antagonista. Después de la administracion(D-48), hay una regulacion a la
alta del receptor 5-HTs. Durante los siete dias de olvido, el incremento de los receptores 5-
HTe evitan la liberacion de glutamato y el olvido. Este aumento de receptores, durante la
recuperacion de la informacién, ocasiona que no todos los receptores sean bloqueados por
los antagonistas. Luego, hay un aumento en la liberacion de GABA y una reduccion de
glutamato, por lo que los agonistas disminuyen su efecto antiolvido y facilitador del
recuerdo.

d) Grupo con el agonista inverso parcial. En cualquier tiempo de administracién, este
farmaco inactiva parcialmente al receptor 5-HTs, tanto en neuronas glutamatérgicas como
en las neuronas gabaérgicas. Disminuyendo la liberacion de GABA y glutamato evitando
el olvido y facilitando la recuperacion de la informacién. Posiblemente, la disminucion de
su efecto se relacione con la disminucion de los receptores 5-HTs.

Los rectangulos negros corresponden al efecto durante la administracion del vehiculo o

farmaco. Los rectangulos azules al efecto posterior a la administracion.
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7.1.4 Analisis de la coadministracién del agonista inverso con el antagonista

Una manera de confirmar que los efectos conductuales observados corresponden per se
a la actividad intrinseca de un farmaco es mediante la administracion de un agonista y
posteriormente observar como se revierte o se altera el efecto con la administracion de

un antagonista (Borsini et al., 2011).

7.1.4.1 Efecto de la coadministracion en la formacién del olvido

En este experimento se realiza la coadministracion del PZ-1444 [3.0] y el SB-399985 [5.0]
después del ensayo de las 48 h, la prueba ANOVA nos indica que hay significancia en la
interaccion del tratamiento y la retencion (F,102) = 3.298, p=0.0033). En la figura 27 se
observa que la media de la retencion de los animales que reciben la coadministracion es
ligeramente mayor que en los mismos tratamientos por separado, haciendo que este
tratamiento posea un efecto anti-olvido mayor al de cualquiera de los otros tratamientos
cuando se administra durante la formacion del olvido (figura 26a). Lo anterior sugiere dos
cosas: la primera es que existe una potenciacion (ya sea sinergismo o sumacion) del
efecto antiolvido con ambos farmacos. Existe evidencia donde la coadministracion de
dosis inactivas de un agonista (completo o parcial) con dosis activas del antagonista
producen un efecto (antiamnésico o promnesico) mayor o similar al de la administracion
individual (Aparicio-Nava et al., 2019; Kendall et al., 2011). La segunda es que no
podemos dejar de lado que este antagonismo e inactivacion de los receptores 5-HTs
puede hacer que la serotonina active a cualquiera de los otros 14 receptores
serotoninérgicos quienes también modulan los procesos de la memoria y el olvido

(revisado en detalle en Meneses, 2017).

Por ende, durante la formacion del olvido el agonista inverso parcial no evita
completamente el olvido (activacion de los receptores glutamatérgicos) y junto a las
modificaciones posteriores que realiza el antagonista (incremento del mRNA del receptor

5-HTe) se protege a la memoria del olvido por el paso del tiempo (figura 27b).
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Efecto de la coadministracion en la formacién del olvido
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FIGURA 27. Efecto de la coadministracion del agonistainverso y el antagonista del
receptor 5-HTg sobre la formacion del olvido.
a) Evaluacién de laretencion de lainformacion para cada tratamiento. La linea punteada
corresponde a la retencion maxima. Media = e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;

*p<0.05; *** p<0.0001 respecto al control. # p<0.05 respecto a la retencidon maxima.
b) Posible mecanismo neuroquimico asociado al efecto de la coadministracion.
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7.1.4.2 Efecto de la coadministracién en la recuperacién de la informacion

Al realizar la coadministracion del PZ-1444 [3.0] y el SB-399985 [5.0] antes del ensayo
de las 168 h, la prueba ANOVA nos indica que hay significancia en la interaccién del
tratamiento y la retencién (Fz,102) = 4.502, p=0.0002). En la figura 28 la administracion del
antagonista de los farmacos produce que se reviertan los efectos promnésicos del
agonista inverso, manteniendo el efecto facilitador de la recuperacion del antagonista.
Esto nos indica claramente que la inactivacion del receptor 5-HTe y su sefializacion rio

abajo son necesarios para producir los efectos promnésicos observados.

Efecto de la coadministracion en larecuperacion de la
informacion (A-168)

#
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FIGURA 28. Efecto de la coadministracion del agonistainverso y el antagonista del
receptor 5-HTg sobre la recuperaciéon de la informacion.

Evaluacién de laretencion de lainformacién para cada tratamiento. La coadministracion
se realiz6 30 minutos antes de la sesion de 168 h (A-168) con un intervalo de
aproximadamente 5 min. entre farmacos. La linea punteada corresponde a la retencién
maxima. Media + e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey; *p<0.05; *** p<0.0001
respecto al control. # p<0.05 respecto a la retencion maxima.
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7.1.4.3 Efecto de la coadministracion en la formacion del olvido y la recuperacion de la
informacion.

Respecto al analisis de la retencién de este grupo, el ANOVA nos indica la existencia de
significancia en la interaccion (tratamiento y retencion) (F,100) =4.500; p=0.0002). La
figura 29 muestra que la coadministracion revierte el efecto facilitador de la recuperacion
del a informacion, manteniendo el efecto antiolvido. De manera similar a los datos
anteriores, la inactivacion del receptor es necesaria para una facilitar la recuperacion de
la informacion. De tal forma, que el antagonista recupera su efecto antiolvido cuando es

administrado en ambas fases.

Finalmente, los datos anteriores de coadministracion nos indican que los efectos
observados son modulados por el receptor 5-HTs, que son necesarios mayores estudios
para determinar los mecanismos neurobioldgicos de estos efectos y como se podrian
regular para poder disefiar una terapéutica eficaz para tratar los diferentes sintomas

cognitivos o simplemente mejorar la cognicion en condiciones fisiologicas.

Efecto de la coadministracién en la formacion del olvido (D-48)
y en larecuperaciéon de lainformacién (A-168)
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FIGURA 29. Efecto de la coadministracion del agonistainverso y el antagonista del
receptor 5-HTs sobre la formacion del olvido y la recuperacion de la informacion.

Evaluacion de laretencién de lainformacion para cada tratamiento. La coadministracion
se realizo después del ensayo de las 48 h (D-48) y 30 minutos antes de la sesion de 168 h
(A-168) con un intervalo de aproximadamente 5 min. entre farmacos. La linea punteada
corresponde a la retenciobn maxima. Media £ e.e.m. ANOVA de dos vias, post hoc de Tukey;
*p<0.05; ** p<0.001 respecto al control. # p<0.05 respecto a la retencion maxima.
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8. Conclusiones

8.1 Conclusiones particulares

o

La inactivacion o el bloqueo del receptor 5-HTgevita el olvido cuando se administra
después del ensayo de las 48 h.

La activacién parcial o el antagonismo del 5-HTs favorece la recuperacién de una
informacioén previamente almacenada, efecto que posiblemente este mediado por
el incremento en los niveles de glutamato.

La inactivacién del receptor 5-HTs produce un efecto promnésico cuando se
administra antes de la recuperacion de una memoria.

La activacion parcial del receptor 5-HTe en ambas fases produce una sumacion de
su efecto, haciendo memorias resistentes al olvido y facilitando su recuperacion.
Efectos posiblemente explicados por su capacidad de antagonizar a la serotonina.
En cualquier etapa evaluada, el incremento en las dosis de los antagonistas o el
agonista inverso hace que disminuyan los efectos correspondientes.

Los antagonistas son capaces de revertir el efecto promnésico de los agonistas
inversos lo que indica que esos efectos son producidos por la inactivacion del

receptor o su sefalizacion rio abajo.

8.2 Conclusién general

La disminucion de la actividad del receptor 5-HTe es capaz de modular el proceso de

olvido o de recuperacion de una memoria.
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9. Perspectivas

Determinar si la corteza prefrontal es el sitio de accién de los farmacos para
producir su efecto antiolvido o facilitador de la recuperacion.

Evaluar, la participacion de la via de sefializacion 5-HTe/mTOR mediante la
administracion de activadores o inhibidores de la cinasa mMTOR en

coadministracién con agonistas o antagonistas del receptor 5-HTse.

Analizar, cambios en la expresion del mMRNA o de la proteina del receptor 5-
HTes producidos por la administracion de los farmacos en diversas areas
cerebrales, durante la formacion del olvido o durante la recuperacion de la

informacion.

Determinar la participacion de las diferentes vias de sefalizacion asociadas al
receptor 5-HTes en los diferentes subtipos neuronales donde se expresa el
receptor, posiblemente mediante electrofisiologia, PCR de célula Unica o doble

hibridacion in situ.
Comparar los efectos de la sobreexpresion y la supresion de la expresion del

receptor 5-HTe en diferentes areas, para conocer la influencia del tono

serotoninérgico en el olvido y la recuperacion de la memoria.
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APENDICE |

Terminologia farmacolégica de utilidad para este proyecto.

El efecto de cualquier farmaco resulta de su interaccién con su receptor, postulandose
varias teorias y modelos que intentan explicar estos fendbmenos (Berg y Clarke, 2018).
La teoria clasica del farmaco-receptor se fue desarrollando gradualmente desde 1935 a
1965 por el trabajo realizado por Clark, Ariens, Stephenson y Furchgott. En este sentido
la teoria clasica es una mezcla de ideas que explica los efectos de los farmacos en tejidos
aislados y extrapolada para explicar la fisiologia (Kenakin, 2019).

Teoria clasica.

De acuerdo con Clark, la unidon de un farmaco [A] a su receptor sigue la ley de accion de
masas de esta forma se establece un equilibrio quimico que converge en la constante de
afinidad para un farmaco y su receptor. Ariens introduce el termino de actividad intrinseca
(a en su terminologia) para explicar que diferentes farmacos estimulan a un receptor de
diferente forma. La actividad intrinseca es la respuesta maxima de un agonista,
expresado como una fraccion de la respuesta maxima para un tejido determinado (p.ej.
a= 1 indica que el agonista produce la maxima respuesta). Posteriormente Stephenson
introduce el termino de eficacia (e) como la magnitud de activacion de un receptor por a
la unién de un agonista en un tejido especifico. Luego, Furchgott separa los componentes
del agonista y del tejido de la eficacia al definir la eficacia intrinseca (¢), definido como el
estimulo minimo de activacion producido por un agonista unido a un solo receptor
(revisado en Kenanki 2008; 2013; 2019).

Definiciones:

Dentro del contexto anterior, los farmacos pueden comportarse como agonistas si poseen
afinidad al receptor, una eficacia intrinseca y actividad intrinseca positiva. Los agonistas
estimulan a los receptores al interactuar con ellos, produciendo una respuesta (eficacia).
Si los agonistas son capaces de producir la respuesta maxima del sistema son
considerados agonistas completos o puros (a=1; € = 1). Si la eficacia del agonista es

menor a la capacidad maxima de estimulacién de un sistema (ligando enddgeno) se
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denominan agonistas parciales si tienen una a y € menor a uno (Kenakin, 2008). A su
vez, un agonista parcial puede bloquear el efecto de un agonista completo, al competir
por el sitio de union (ortostérico), de esta forma se evita la activacién del receptor por un
agonista con mayor eficacia, o que reduce la respuesta en el sistema, dando la ilusion
de un bloqueo parcial, fenbmeno que se conoce como antagonismo por agonista parcial
(Kenakin, 2008; 2019).

Otro fenédmeno farmacoldgico es la inhibicién del efecto de un agonista por una sustancia
gue por si sola no produce un efecto (a= 0; € = 0). De acuerdo con Gaddum vy
colaboradores (1955), describen dos clases de antagonistas los superables e
insuperables. Esta clasificacion se basa en el efecto que produce el antagonista sobre la
curva dosis-respuesta de un agonista. Un antagonista superable es que se caracteriza
por una respuesta maxima constante, es decir, que se puede alcanzar la respuesta
maxima en presencia del antagonista con solo incrementar la dosis del agonista,
produciendo que la curva dosis repuesta se desplace a la derecha (figura 1.1A). Mientras
gue un antagonista insuperable se caracteriza por una depresion de la maxima
respuesta del tejido al agonista y un desplazamiento no paralelo de la curva dosis
respuesta (Gaddum et al 1955) (Figura 1.1B). Tiempo después se define a los
antagonistas por la relacion entre la competencia por el sitio ortostérico del receptor y su
disociacion en antagonistas competitivos o0 no competitivos. De tal forma, los
antagonistas competitivos se unen al receptor y se disocian del receptor creando un
equilibrio quimico, por lo que la probabilidad de que un agonista ocupe un receptor libre
incrementa al aumentar la concentracion del agonista. Asi, si la disociacion es rapida, un
antagonista competitivo también es un antagonista superable. Empero si la disociacion
del antagonista es extremadamente lenta o no lo hace al formar enlaces covalentes,
entonces el farmaco funcionaria como un antagonista irreversible, evitando la union del
agonista al receptor, a esto se le conoce como antagonista no competitivo o
irreversible (Kenanki, 2008). Otro mecanismo por el cual un antagonista puede bloquear
los efectos de un agonista es mediante su unién a un sitio diferente del ortostérico,
haciendo que el receptor adopte una conformacion donde el agonista ya no puede

activarlo, pero si unirse, a esto se le conoce como antagonista alostérico.
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Figura 1.1. Antagonistas superables versus insuperables. A, los antagonistas superables
se caracterizan por el desplazamiento a la derecha de la cuerva, sin disminuir la
respuesta maxima. B, El antagonismo insuperable puede o no desplazar la curva a la
derecha. [A] Concentracion del agonista. Modificada de Kenanki, 2008.

Evidencia reciente indica que la teoria clasica necesitaba modificaciones para integrar
los efectos de algunos farmacos que no se adaptan al modelo. La teoria clasica se basa
en que el receptor se encuentra en un estado quiescente y no produce ningun efecto al
menos que interactle con un agonista. Actualmente se conoce que los receptores
pueden adoptar conformaciones activas capaces de regular la sefalizacion celular en
ausencia de ligando (actividad constitutiva). El primer modelo en introducir el concepto
de una eficacia negativa de un farmaco fue la teoria de los dos estados (usada
principalmente en canales i6nicos). La teoria de los dos estados predice que un farmaco
se encuentra en equilibro entre dos conformaciones o estados del receptor: la
conformacién inactiva o la conformacion activa. Ademas, postula que un farmaco puede
tener una alta afinidad por el estado inactivo del receptor desplazando el equilibrio hacia
la conformacion inactiva de los receptores e inclusive disminuir la actividad del receptor
por debajo de niveles basales (revisado en Berg y Clarke, 2018). Empero, si en ausencia
del farmaco este equilibro ya se encuentra desplazado, al administrar el farmaco este se
comportara como antagonista, a los farmacos con estas propiedades se les llama

agonistas inversos (Berg y Clarke, 2018; Kenaki, 2019).
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De manera anéloga a los agonistas, las modificaciones en la estructura de un agonista
inverso pueden ocasionar que se altera la eficacia intrinseca del compuesto, ocasionando
diferentes niveles de agonismo (actividad intrinseca). Asimismo, la respuesta de un
agonista inverso puede ser reducida por un ligando con mayor eficacia intrinseca (un
antagonista, un agonista inverso parcial o un agonista), en la figura 1.2 se ilustran estos

efectos en un sistema previamente estimulado (Berg y Clarke, 2018).

A 2007 ) B 2001
Efecto del agonista completo Efecto del agonista completo
...................................................................................... + Agonista completo
1501 1501
+Agonista parcial +Agonista parcial
(e} Efecto basal : 2 Efecto basal )
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Q Y
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0 T T T T 0 T T T T
-10 -8 -6 -4 -10 -8 -6 -4

Log[Ligando] (M) Log[Ligando] (M)

Figura 1.2. Curvas concentracion-respuesta de ligandos con diferente eficacia intrinseca,
sobre la respuesta de un agonista completo (A) o un agonista inverso completo (B). En
estas graficas se observa que el efecto del ligando que compite por ocupar el sitio
ortostérico del receptor, desplazara la respuesta del sistema para conmensurar la
diferencia entre eficacias intrinsecas. Adaptada de Berg y Clarke, 2018.

| 91|



