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RECEPTORES SEROTONERGICOS Y MEMORIA
SEROTONERGIC RECEPTORS AND MEMORY

GEORGINA PEREZ-GARCIA, GUSTAVO LIY SALMERON
Y ALFREDO MENESES*
DEPARTAMENTO DE FARMACOBIOLOGIA,
CINVESTAV-IPN

RESUMEN

En recientes afios, el aprendizaje y la memoria han sido objeto de estudio,
teniendo como objetivos, el desarrollo de terapias que reviertan o prevengan
el deterioro cognitivo. Diferentes sistemas de neurotransmision (Ach, NA 'y
5-HT) participan en los procesos de aprendizaje y memoria. La serotonina (5-
hidroxitriptamina, 5-HT) proyecta a casi todas las areas cerebrales y participa
en procesos sensoriales, motores y conductuales, incluyendo aprendizaje y
memoria. En este trabajo se revisa evidencia reciente de receptores sero-
tonérgicos participantes en la formacién de memoria. Por ejemplo receptores
serotonérgicos como los 5-HT,,, 5-HTgy 5-HT, se encuentran en estructuras
importantes para la memoria como corteza frontal, hipocampo y nucleo del
rafe dorsal. Se ha demostrado que la estimulacién de receptores como los
5-HT,, y 5-HT; facilita la formacién de la memoria y/o revierten la amnesia.
Tanto durante la formacién de la memoria y en modelos farmacoldgicos de
amnesia estos cambios parecen estar asociados a la produccion de AMPc,
la expresion del RNA mensajero y la proteina que se convierte en receptor.
Los nuevos agonistas y antagonistas serotonérgicos nos permitiran la iden-
tificacion de nuevos mecanismos farmacoldgicos y moleculares utiles en el
tratamiento de alteraciones de la memoria.

* Depto Farmacobiologia, CINVESTAY, Tenorios 235, Granjas Coapa, México 14330, Telefono:
(52) 55-50612869, Fax: (52) 55-50612863. E-mail: ameneses@ms.ncom
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ABSTRACT

In recent years learning and memory have been intensively studied, aiming to
find pharmacological treatments to prevent or reverse cognitive impairment.
Different neurotransmission systems (AC, NA, etc) participate in learning and
memory processes. Serotonin (5-hydrotryptamine, 5-HT) projects to almost
brain areas and participates in sensorial, motor and behavioral processes,
including memory. In this work evidence is revised involving 5-HT receptors in
memory formation. For instance, 5-HT,,, 5-HTgand 5-HT; receptors are locat-
ed in brain structures important for memory such as frontal cortex, hippocam-
pus, and raphe nuclei. It has been demonstrated that stimulation of 5-HT,,
and 5-HT, receptors facilitates memory formation and/or reverses amnesia.
Apparently memory formation or changes observed in pharmacological mod-
els of amnesia are associated to the modulation of cAMP production, expres-
sion of RNA messenger and the resulting receptor protein. New 5-HT receptor
agonists and antagonists will allow identification of new pharmacological and
molecular mechanisms useful in the treatment of memory alterations.

INTRODUCCION

Ante el aumento en la expectativa de vida en la poblacién humana, las en-
fermedades neurodegenerativas son un fenédmeno de salud publica mundial.
Entre estas alteraciones se encuentra la enfermedad de Alzheimer (EA), aso-
ciada a la vejez y el deterioro del aprendizaje y la memoria (Buckner, 2004).
El objetivo de este trabajo es mostrar un panorama general del aprendizaje
y la memoria asi como recientes avances en la investigacion de sus bases
farmacoldgicas y moleculares, principalmente desde la perspectiva del neu-
rotransmisor serotonina. Este neurotransmisor ha permitido observar impor-
tantes mecanismos moleculares de la memoria. Estudios hechos en inverte-
brados y mamiferos, incluyendo humanos, indican que el aprendizaje es la
induccién de cambios neuronales, con manifestaciones en la conducta como
consecuencia de la experiencia y la memoria es la capacidad (o funcion)
que permite codificar, almacenar y recuperar la informacién (Domjan, 1998;
Albright, 2000; Cahill, et al 2001; Buckner, 2004).

Desde la perspectiva de su contenido la memoria se clasifica en declara-
tiva o explicita, y no-declarativa o Implicita. La primera se refiere a hechos,
eventos, imagenes o lugares y que se recuerdan mediante un esfuerzo
consciente (e.j. recordar la fecha de nacimiento de alguien). Se forma en
el hipocampo y se almacena en la neocorteza. (Dickinson, 1984; Buckner,
2004). La segunda se forma independientemente del hipocampo, se refiere
a las sensaciones, capacidades y habilidades que se recuerdan de manera
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involuntaria (Domjan, 1998; Kehoe, et al 2003). Por ejemplo, recordar como
conducir un auto.

Por otra parte, desde la perspectiva del tiempo, la memoria se clasifica
en: memoria a corto plazo (MCP) y Memoria a largo plazo (MLP): La primera
se refiere al almacenamiento temporal de la informacién, como por ejemplo,
un numero telefénico y abarca periodos de segundos a horas. Tiene una ca-
pacidad de almacenamiento limitada, experimentalmente se ha demostrado
que solo pueden mantenerse entre 4 y 7 elementos (pueden ser letras por
ejemplo) en ella. La MCP puede olvidarse o ser incorporada a la memoria de
largo plazo cuando esta funciona en serie o linealmente (Izquierdo et al 2002;
ver mas adelante). Las posibles funciones de la MCP consisten en comparar
e integrar la informacién que recibimos, con aquella que tenemos almacena-
da en la memoria a largo plazo (MLP). (Domjan, 1998; Nader, 2003). Otra
funcion es la de practica, ensayo o repeticion el material recibido en la MCP,
permitendo que las unidades de informacion recién adquiridas sean manteni-
das por periodos mas largos y pasen a formar parte de la MLP. Finalmente,
la MCP a nivel intracelular y molecular se asocia a cambios sinapticos a corto
plazo involucrando modificaciones covalentes de proteinas existentes, per-
mitiendo la modificacion de conexiones sinapticas (McDonald, et al 2004;
Rodrigues et al., 2004).

La MLP almacena informacion que se conserva durante horas, dias, se-
manas o incluso afos, es ilimitada en cuanto a su capacidad y periodo de
retencion (Nader, 2003). En toda la escala filogética, la MLP requiere de la
activacion de la expresion de genes para la sintesis de nuevas proteinas y
la formacién de nuevas conexiones a nivel sinaptico. Cabe destacar que, en
contraste con la MCP, se bloquea la formacion de la MLP con los inhibidores
de la sintesis de proteinas o del RNA mensajero (Albright, et al 2000; Lynch,
2002; Routtenberg, et al 2005) por ejemplo, la anisomicina o el 5, 6-di cloro-
1,1 beta-D-ribobezidozole (DRB). Un ejemplo de MLP es recordar el nombre
y aspecto de nuestra familia.

FORMACION DE LA MEMORIA

El procesamiento de la informacion pasa por las siguientes etapas: adquis-
icion, codificacion, consolidacion, almacenamiento y recuperacion de la me-
moria (Cahill, 2001). La codificacion se refiere al proceso de adquisicion de
la informacion que la transforma en sefiales neuroquimicas y/o eléctricas a
través de varias estructuras del SNC (por ejemplo de corteza somatosensorial
al hipocampo y amigdala), utilizando diferentes sistemas de neurotransmision
(como el glutamatérgico, colinérgico y serotonérgico). La consolidacion es el
proceso por el cual la informacion codificada pasa por una etapa labil depen-
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diente del tiempo, que incluye la sintesis del RNAm y de proteinas (Dash, et
al 2004; Alberini, 2005). Cuando la informacion codificada y almacenada es
requerida se recupera, a esto se le llama recuerdo o evocacion (Moser, 1999;
McDonald, et al 2004).

ESTRUCTURAS CEREBRALES INVOLUCRADAS EN EL APRENDIZAJE
Y LA MEMORIA Y ALGUNAS DE SUS DISFUNCIONES

Diversas lineas de investigacion (Buhot, et al 1997; 1999; Kandel, 2001) han
permitido establecer que la formacion de la memoria explicita ocurre en el
hipocampo (CA1-CA3, Giro dentado) y estructuras subyacentes a este (corte-
zas entorhinal, perhinal, parahipocampal), asicomo al subiculo y la amigdala.
Para el almacenamiento de la memoria se ocupan areas corticales como la
corteza prefrontal medial, parietal posterior, retroesplenial y prelimbica (Men-
eses, 1997; Lamprecht, et al 2004). A este conjunto de estructuras se le llama
circuito de la memoria (Buhot, et al 1999). Este describe el paso de la infor-
macion de la corteza someto-sensorial al hipocampo y la amigdala, para que
se consolide esta informacién en memoria y sea almacenada en la corteza
prefrontal y temporal. Dentro de este circuito de la memoria participan varios
sistemas de neurotransmision como son: Ach, Glutamato, GABA, DAy 5-HT
entre otros (Berger et al., 2004; Mc Donald et al., 2004).

Entre las diversas disfunciones que afectan la memoria esta la amne-
sia, la cual es la pérdida parcial o total de la memoria declarativa resultado
de trastornos funcionales o mentales. Por otro lado, la demencia se define
como la pérdida de las funciones intelectuales incluyendo memoria de ex-
plicita. Asimismo la enfermedad de Alzheimer es un padecimiento neurode-
generativo progresivo, caracterizado por la pérdida creciente de este tipo de
memoria, probablemente ligada al deposito de placas amiloides, marafias
de nuerofibrillas y deficiencias colinérgicas y serotonérgicas, lo cual eventu-
almente produce la muerte de neuronas en areas cerebrales relacionadas a
la memoria (Buckner, et al 2004; Kopelman, et al 2002).

MODELOS CONDUCTUALES PARA EL ESTUDIO DE LA MEMORIA

De las herramientas que se utilizan en la investigacion del aprendizaje y la
memoria, se encuentran los modelos animales que evaluan la conducta (in-
nata, adquirida o espontanea) y a través de ella el aprendizaje asociativo y el
espacial (Myhrer, 2003), que incluye evitacién pasiva, el tanque con agua de
Morris, etc. Los modelos de aprendizaje en animales son utiles para determi-
nar la relacion entre memorias especificas, sus mecanismos y las estructuras
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cerebrales involucradas. El aprendizaje asociativo se define como la relacion
que el animal establece entre varios eventos e incluye al condicionamiento
clasico o pavloviano y al condicionamiento instrumental u operante (Davis et
al 1977; Dickinson, 1984; Domjan, 1998; Shors et al 2000). Los componentes
del condicionamiento clasico son el estimulo condicionado (EC) e incondicio-
nado (EI), al principio del condicionamiento el primero es neutro y no produce
respuestas por si sélo, mientras que el segundo desencadena la respuesta
incondicionada por si mismo. El apareamiento o sesién de condicionamiento,
sucede cuando a un organismo se le suministran una o varias presentacio-
nes pareadas de los estimulos mencionados; es decir el EC seguido del EI.
La respuesta condicionada (RC) es el resultado del apareamiento de estimu-
los, donde el EC es capaz de evocar la respuesta por si mismo (Domjan,
1998; Kehoe et al, 2003). Por otra parte, el condicionamiento operante o
instrumental se basa en la asociacion entre respuestas y estimulos (Davis et
al, 1977), ya que opera sobre el medio ambiente que se mantiene o bien no
se usa como resultado de sus consecuencias. Asi, una respuesta evocada
por el sujeto es seguida por la presentacion o entrega de un estimulo in-
condicionado, de manera que después de repetidas presentaciones o ensay-
os, la probabilidad que la respuesta ocurra aumenta. Los componentes del
condicionamiento operante son la respuesta condicionada (RC) y estimulo
condicionado (EC). Al principio del condicionamiento la respuesta del sujeto
ocurre al azar ante la ausencia de un estimulo especifico, el El desencadena
la respuesta por si mismo, aumentando o disminuyendo su ocurrencia. La
contingencia o sesion de condicionamiento, es la entrega inmediata del El
que sigue a la respuesta por el individuo. La evocacion o prueba, se realiza
tiempo después de la sesiones de condicionamiento y consiste en exponer
al sujeto sélo al ambiente de prueba y evaluar las respuestas. La respuesta
instrumental u operante (RI) es el resultado del apareamiento de respuestas
con estimulos, donde el grado de la ocurrencia de la Rl depende el man-
tenerla o extinguirla. Los componentes del condicionamiento clasico y del
instrumental se pueden estudiar en un mismo paradigma conductual llamado
automoldeamiento, donde existe una relacion entre estimulos (EC-EI) y re-
spuesta-estimulo (RI-El) que produce un aprendizaje rapidamente y puede
ser casi completamente automatizado.

AUTOMOLDEAMIENTO

El automoldeamiento (“autoshaping”) es un aprendizaje asociativo observado
en varias especies (pichones, ratas, ratones y humanos; Meneses, 1987) y se
ha empleado en el estudio de los procesos de aprendizaje y memoria con ma-
nipulaciones farmacolodgicas y neuroquimicas asi como en el déficit en el apre-
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ndizaje y la memoria (Meneses, 1997; 2003). Para moldear o entrenar al sujeto
ante una nueva conducta, se administra un “reforzador” (como por ejemplo
comida) de forma gradual ante conductas que se asemejen a la deseada. En
el caso del automoldeamiento, el sujeto se auto-ensefia una conducta nueva.
Los animales privados de alimento, en una camara experimental se orientan,
acercan y, eventualmente, hacen contacto con sefiales relacionadas con al-
gun tipo de satisfactor (calor, comida, agua, entre otros; Davis, 1977). El auto-
moldeamiento en ratas y monos puede combinar el condicionamiento clasico
(asociacion de dos estimulos) y el condicionamiento operante (asociacion re-
spuesta-estimulo) y ocurre lo siguiente: La tecla o palanca iluminada es un EC
que precede la entrega del El (la comida) y que después de varios ensayos, el
animal emite una respuesta condicionada (RC) al presionar la palanca (EC),
demostrando asi que los animales emiten la primera RC como resultado de la
asociacién pavloviana entre estimulos (ver figura 1). A continuacion, la asoci-
acion instrumental (R-El) tiende a regularizar la emision de la RC; por ende, la
RC se establece como resultado de la asociacion entre los estimulos y la respu-
esta automoldeada o aprendizaje respuesta-estimulo incondicionado (Domjan,
1998b;Kehoe et al, 2003). El automoldeamiento puede evaluar la memoriay es
una herramienta util para observar cambios en sistemas de neurotransmision
como el colinérgico, glutamatérgico y serotonérgico provocados por diversos
farmacos (Meneses A., 2003).

LA SEROTONINAY LA MEMORIA

La serotonina es una indolamina que no atraviesa la barrera hematoencefali-
ca facilmente, sin embargo, como se descubrié que la 5-HT estaba presente
en cerebro se pensoé que era sintetizada localmente (Goodman and Gilman,
2002). Las neuronas toman el aminoacido L-triptofano de la sangre por un
mecanismo de transporte facilitado y lo convierten en serotonina (Baumgarten
et al, 2000). La serotonina o 5-Hidroxitriptamina (5-HT) se sintetiza por una
via de dos etapas a partir del aminoacido esencial triptéfano. Esta molécula
esta involucrada en una variedad de procesos sensoriales, motores y con-
ductuales en distintas funciones (e.j. ritmos circadicos, suefio) y patologias
(e.j. depresion, esquizofrenia, dolor) que la hacen blanco de multiples inves-
tigaciones con diferente enfoque (revisado en Thomas et al, 2004).

NEUROANATOMIA DEL SISTEMA SEROTONERGICO

Las neuronas serotonérgicas contienen las enzimas que convierten al L-trip-
téfano en serotonina, neurotransmisor (NT) del SNC y SNP (Jacobs, 1992).
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Utilizando técnicas de inmunohistofluorescencia se han podido identificar los
nucleos de las neuronas serotonérgicas que de acuerdo a su origen embri-
onario, se han clasificado en dos grupos superior e inferior: El primero inerva
casi todo el cerebro, procede del mescencéfalo y esta constituido por cuatro
subgrupos: el grupo caudal lineal (NCL), el ntcleo rafe medio (NRM), el nicleo
rafe dorsal (NRD) y el nucleo lemniscus (NLM). El grupo inferior se origina del
mielencéfalo y esta constituido por cinco subgrupos: nicleo de rafe obscurus
(NRO), nucleo de rafe pallidus (NRP), ntcleo de rafe magnus (NRMa), nucleo
ventro lateral medular (NVLM) y nucleo reticular intermedio (NRI). Los diver-
sos efectos de este NT estan relacionados con las extensas proyecciones de
la neuronas serotonérgicas a través del cerebro y la expresion de distintos
subtipos receptores de la serotonina (Van Wijngaarden, 1990).

Figura. 1. Muestra la caja experimental, asi como las diferentes etapas del
automoldeamiento. En el primer cuadro (arriba, izquierda) el animal privado
de alimento es introducido a la camara experimental. En el sequndo cuadro
(arriba, derecha) se aprecian los 2 estimulos: la palanca retractil (EC) y el pel-
let de comida (El) en el comedero. En el tercer cuadro (abajo, izquierda) se
observa al animal presionando la palanca retractil. En el cuarto cuadro (aba-
Jo, derecha)el animal recoje el pellet de comida después de haber oprimido
la palanca retractil.

TIPOS DE RECEPTORES SEROTONERGICOS Y MEMORIA

Progresos recientes en la biologia molecular del sistema serotonérgico han
llevado a reclasificar sus receptores (Hoyer, 2002), basandose en criterios
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operacionales (agonista y antagonistas), estructurales (estructura protéica
del receptor) y transduccionales (mecanismos de transduccion acoplados al
receptores), ha propuesto la clasificacién y nomenclatura de catorce subtipos
dentro de siete familias de receptores a serotonina en mamiferos (Bradley,
1986; Hoyer et al., 2002). Existe evidencia que la manipulacion farmacolégi-
ca de algunos sistemas de neurotransmisiéon (e.j. ACh, serotonina, gluta-
mato) puede influenciar el aprendizaje y la memoria en diversas especies
animales incluyendo humanos, ratas e invertebrados. Basandose en sus
amplias proyecciones en el cerebro, la serotonina parece tener un papel im-
portante como neuromodulador en los diferentes estadios del aprendizaje y
la memoria; es decir en los mecanismos neurobioldgicos involucrados en los
procesos de adquisicion, consolidacién y evocacion de la memoria (Berger et
al., 2004;Dash PK, 2004).

APRENDIZAJE, MEMORIAY GENES

Existe evidencia que el aprendizaje y la memoria inducen cambios por medio

de moléculas producidas en el SNC, como son neurotransmisores, neuro-
péptidos, etc., los cuales interactian con receptores neuronales para inducir
cambios en la densidad de receptores y, con esto, en la plasticidad de las
neuronas (Riedel, 1999; Kandel, 2001). El uso de nuevas técnicas y aproxi-
maciones han permitido estudiar los mecanismos moleculares del aprendiza-
je y la memoria que presumiblemente son activados por los mencionados
neurotransmisores (Berger et al., 2004). Asi, asociados a la formacién de
memoria se han observado cambios en la expresidon de genes, en la sintesis
de proteinas, en la morfologia de la neurona, aumento o disminucion en el
disparo y aumento o disminucion en la expresion de receptores en mem-
brana, entre otros (Kandel, 2001). Por ejemplo, se ha encontrado que en
vertebrados (ratas, ratones y en aves) e invetebrados (como la Aplysia un
molusco marino), en el aprendizaje y la formacién de la memoria poseen un
sustrato molecular particular (Routtenberg et al, 2005). Particularmente en el
caso de la Aplysia la serotonina y varios de sus receptores desempefan un
papel muy importante en los procesos de la memoria.

De hecho, sin importar la especie animal se ha podido establecer que
la MCP que dura de minutos a horas, requiere de modificaciones post-tra-
duccionales a proteinas existentes pero no de la sintesis de nuevas macro-
moléculas. En cambio, la MLP que dura de horas a afos, requiere de la in-
duccion de expresion de genes, sintesis del mensajero del receptor (RNAm)
y de nuevas proteinas, los cuales pueden inducir el fortalecimiento de con-
exiones sinapticas, modificando asi la eficiencia de la transmision sinaptica
(Cavallaro et al, 2001; Cammarota et al, 2005). En efecto, estudios usando
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varias especies y tareas conductuales de aprendizaje y en las cascadas de
sefializacion intracelular memoria han identificado cambios en y la plasticidad
neuronal (Kandel, 2001). Por ejemplo, cuando la serotonina endégena se une
al receptor acoplado a proteinas G y a segundos mensajeros como AMPc, se
activan moléculas como: la protein cinasa A (PKA), la protein cinasa C (PKC),
la cinasa regulada por calcio/calmodulina (CaMKIl) y la cinasa reguladora
de la sefial extracelular (Erk). Para formar la MLP, al activarse alguna de
estas moléculas se translocan al nucleo y fosforilan factores de trascripcion
tempranos (Lamprecht, 1999; Micheau y Riedel 1999) como el elemento de
respuesta al AMPc (CREB por sus siglas en inglés). Se ha encontrado que
el CREB es fosforilado en hipocampo, amigdala y corteza parietal durante la
prueba de aprendizaje de miedo (Igaz, et al 2004; Dash, et al 2004). Durante
las mencionadas pruebas y laberinto espacial de Barnes, en rata y raton, se
ha encontrado CaMKIl activada en hipocampo, amigdala y estriado (Vian-
na, et al 2000). La regulacion coordinada de estos factores de transcripcion
permite la induccion rapida de genes de expresion temprana de respuesta
inmediata, mismos que parecen inducir la expresion de genes tardios. Esto
se pudo determinar porque los genes de expresion temprana (como factores
de transcripcion) se sintetizan durante la fase de consolidacion. Los genes
de expresion temprana (o factores de transcripcion tempranos, Tischmeyer y
Grimm 1999) son muy importantes, ya que los productos protéicos de estos
van a inducir y mantener la expresion de genes tardios, los cuales inducen y
mantienen el crecimiento y fortalecimiento de nuevas conexiones sinapticas,
asi formando y manteniendo la MLP (Dever, 2002; Dash et al, 2004;Igaz et
al, 2004).

La fosforilacion (esto es la incorporacion de fosfatos a sitios de fosfori-
lacién en las moléculas) y activaciéon de factores de trascripcion incluye la
induccion de la expresion de diversos genes como son: la proteina asociada
a la regulacién del citoesqueleto (arc), c-fos (un indicador precoz de la ac-
tivacion de neuronas, que es un util marcador de trascripcion y activacion
neuronal), zif-268 y sintaxina 1B entre otros. Asi, el producto final o la pro-
teina efectora de estas expresiones proveen a la neurona de caracteristicas
que modifican los mecanismos de almacenamiento de la informacién mas
eficientemente (Routtenberg, 2005; Szapiro, et al 2002). Cabe destacar que
la expresion de los genes y la sintesis de proteinas ocurren en el soma; en
cambio, como resultado del transporte de RNAm y ribosomas, la traduccion
ocurre en las dendritas, cuyo producto (proteinas nuevas) es requerido en
la sinapsis (Klann, et al 2004). Sin embargo, se desconoce si para todos los
productos son sintetizadas estas moléculas en el soma y transportados a las
terminales o algunos pudieran ser sintetizados en este mismo sitio.

La evidencia mas completa ha sido obtenida en rata e indica que la MLP
esta mediada por la sintesis de proteinas (previa activacion transcripcional)
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en una variedad de paradigmas conductuales (Kandel, 2001; Lamprecht,
2004). De manera que uno de los primeros pasos moleculares ante la for-
macion de la MLP es la activacion de algunos factores de trascripcion (como
CREB), los cuales inducen la expresion de otros reguladores de la expresion
génica (por ejemplo c-fos), los que a su vez, guian la expresion de conjuntos
especificos de genes efectores. Las vias de transduccién de sefiales deben
de tener un mecanismo que permite integrar temporal y espacialmente los
estimulos que inducen cambios en la expresion de genes. Uno de tales me-
canismos puede ser la sintesis del ARN mensajero (ARNm), que es el molde
para la sintesis de proteinas (ver figura 2).

Neurona
Memoria Largo Nucleus
CRE CRE CAAT TAAC
Plazo cres-2 §f WEarl HEar W Late
GIEBP
CREB-1 -

L -J { o

) Nucleo C/EBP EFla
Memoria Corto |
Plazo AG\ cAMP Activacion de Sintesis de

PKA proteinas

Figura 2. Describe los eventos moleculares de la formacién de la MCP y
MLP (Tomado de Kandel, 2001). La MCP ocurre cuando la serotonina endo-
gena activa receptores serotonérgicos (como el 5-HT,) aumentando el AMPc.
Cuando continua estimulandose el receptor y aumentando el AMPc, este ac-
tiva la PKA, translocandose al nucleo y promoviendo factores te trascripcion
tempranos como el CREB, induciendo la sintesis de nuevas proteinas.

Mas aun, las tareas conductuales de aprendizaje (laberinto radial, condi-
cionamiento de miedo, entre otras) inducen cambios morfologicos discretos
en estructuras cerebrales especificas, como en el hipocampo, la amigdala,
la corteza prefrontal, entre otras. De hecho, el hipocampo provee de alma-
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cenamiento temporal de la memoria para proyectarla a la corteza (Alberini,
2005) y cuando se lesiona esta estructura o se bloquea la sintesis de pro-
teinas localmente se induce una disfuncion en la MLP, como en la amnesia
(Morton et al 1985; Santucci et al, 2004).

La sintesis de proteinas es tan importante para la consolidacién de la
memoria que en la década de los 1960s se reportd que la administraciéon de
anisomicina, ciclohexamida, puromicina o la acetilcicloheximida (todos anti-
biodticos), inhiben la formacién de la MLP (por esta inhibicion de la sintesis
protéica; Davis y Squire, 1984). Una sola administraciéon de anisomicina in-
hibe la sintesis de proteinas en un 80% por dos 0 mas horas y sucesivas ad-
ministraciones prolongan esta inhibicion, induciendo amnesia a los animales
tratados con estos farmacos (Routtenberg, 2005). Mas recientemente se ha
demostrado la induccién de expresion de genes en la amigdala basolateral
(BLA), durante la formacion de memoria durante el aprendizaje de miedo, la
cual es bloqueada por la inhibicién de sintesis de proteinas (Stork, 1999).
Asimismo, el uso de bloqueadores de cinasas como la PKA (Rp-cAMPs) y de
MAPK (PD098059) afectan la formacion de memoria en el condicionamiento
de aversion pasiva (Vianna, et al 2000). En conjunto esto quiere decir que
la memoria puede ser afectada en distintos puntos de la cascada de sefal-
izacion celular (desde bloqueo de receptores, analogos o bloqueadores de
cinasas hasta inhibidores de la sintesis de proteinas).

Por otro lado, se ha utilizado la mosca de la fruta (Drosophila) como
modelo de estudio porque se puede realizar manipulaciones genéticas (como
induccién de mutaciones, deleciones de un gen, entre otras; Kandel, 2001;
Igaz et al 2004) en el animal y el tiempo de expresion de los cambios es muy
corto en comparacién con otros modelos animales (ratones por ejemplo).
Utilizando Drosophila con modificaciones en los genes se han encontrado
deficiencias en varios tipos de tareas conductuales que evaluan el apren-
dizaje y la memoria (Leil, 2002; 2003), incluyendo condicionamiento clasico
(Kandel, 2001).

Los anteriores avances ha permitido incorporar nuevas herramientas mo-
leculares para ser usadas en modelos animales de diversas enfermedades
para evaluar distintos tratamientos farmacologicos (e.j. agentes colinérgicos)
con distintas pruebas conductuales (water maze, T maze, entre otras; Morton,
2005). Otras técnicas de andlisis moleculares son la PCR, electroforesis, mi-
croarreglos, entre otras) (Dash, 2004; Izquierdo et al, 2002; Igaz et al, 2004;
Morton, 2005). Ademas de los cambios moleculares (Berger et al., 2004), en
el estudio de la memoria se usan registros electrofisiolégicos y andlisis de
imagenes (como la tomografia de emision de positrones, PET), identificando
cambios durante la codificacion del la informacion (aprendizaje), la consoli-
dacién y durante la recuperacion de memoria (Albright, 2000). Estos cambios
se refieren a un aumento en la actividad neural (traducida como apertura y
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cierre de canales sensibles a iones) y aumento de la actividad cerebral (tra-
ducida como incorporacion de moléculas en distintas estructuras cerebrales).
No obstante los enormes avances mencionados se desconoce como la sero-
tonina inicia la cascada de sefalizacién en mamiferos durante la formacién
de la memoria.

SEROTONINA Y LA CASCADA DE SENALIZACION EN MAMIFEROS
DURANTE LA FORMACION DE LA MEMORIA

Actualmente se ha aceptado que varios receptores serotonérgicos participan
en la formacién de memoria en distintos estadios del aprendizaje (adquis-
icién y/o consolidacion de esta) facilitindola o bloqueandola. Varios de tales
receptores serotonérgicos han llamado la atencion incluyendo a los 5-HT,,,
5-HT,, 5-HT y 5-HT, porque se les ha involucrado en funciones y disfuncio-
nes especificas, entre ellas, la formacion de la memoria y en los desérdenes
cognitivos de la enfermedad de Alzheimer y de la esquizofrenia (Garcia-Os-
tas et al 2000; Heidmann et al, 1997; Lovenberg et al, 1993; Shen Y, 1993).
Salo la reciente identificacion y desarrollo de agonistas y antagonistas selec-
tivos para varios de estos receptores, ha permitido investigar sus funciones
y repercusiones en SNC como el aprendizaje y la memoria (Slassi et al.,
2004;Thomas, 2004). Estos receptores estan acoplados a proteinas Gi (5-
HT;x) o Gs (5-HT,, 5-HTg y 5-HT,), que a su vez inhibe o estimula el adeni-
lato ciclasa (AC), respectivamente, disminuyendo o aumentando el AMPc.
La produccion del AMPc modula diferentes protein cinasas como la PKA. La
PKA 'y la PKC que se han asociado a activacion de genes y a la formacion
de la memoria (Kandel, 2001). Se han encontrado altas densidades de es-
tos receptores en el SNC, en corteza, septum, nicleo caudado, hipotalamo,
hipocampo, rafe dorsal, ganglios basales, amigdala entre otras (Hoyer et al,
2002; Varnas et al, 2004). Estas distribuciones son similares en varias espe-
cies como rata, ratdén, cobayo, humano y son importantes para la adquisicion
y consolidacion de la memoria (Manuel Apolinar, 2004; Slassi et al., 2004).
Hasta aqui se han revisado distintos trabajos que muestran evidencias de la
participacion de la serotonina en el aprendizaje y la memoria, sin embargo
tales trabajos han buscado la relacion de memoria y otros neurotransmisores
como acetilcolina (ACh) y principalmente glutamato (Lamprecht y LeDoux,
2004). A este hecho se pueden destacar algunas limitaciones tedricas y prac-
ticas como son el uso de indicadores inespecificos de la actividad gendmica
neural (como el c-fos). Asimismo para el analisis conductual y farmacol6gico
el utilizar animales diferentes a aquellos empleados en el analisis molecular
dificulta el estudio del sustrato molecular de la memoria (Cavallaro et al 2002;
Robles, 2003; Moyano et al 2005). Quizas mucho mas importantemente es el
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hecho que la investigacion de la serotonina y su papel en la memoria y sus
bases moleculares han sido poco explorada. Por lo tanto en el laboratorio
hemos intentado aportar evidencias del sustrato molecular de la memoria
desde una perspectiva de este neurotransmisor.

Al revisar todos los antecedentes es importante hacer la pregunta si en
la formacién de la MLP y en modelos farmacolégicos de amnesia, la estimu-
lacion o el bloqueo de los receptores 5-HT,,, 5-HT,, 5-HT; y 5-HT, pueden
producir cambios en la memoria y en la expresion del gen de estos receptores
(ver figura 3). Para abordar experimentalmente estas cuestiones se propone
realizar los experimentos (MLP y moleculares) en el mismo animal (muestras
no homogenizadas) y analizar la expresion del RNAm de los mencionados
receptores porque es un indicador preciso de la activacion de la sintesis de
estos receptores (ver memoria y genes) utilizando las metodologias revisa-
das en Chen y colaboradores 1998; y Sambrook y Russell 2001.
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Figura.3. Muestra la expresion del RNAm de los receptores 5-HT,,, 5-
HT, 5-HTyy 5-HT, y de GAPDH como su control (electroforesis representa-
tiva del RT-PCR) de las estructuras cerebrales rafe (RAF), HIP (hipocampo)
y CPF (corteza prefrontal) de animales sometidos a automoldeamiento y ani-
males pasivos o no entrenados.

MLP Y SEROTONINA

Recientes resultados de un estudio ex vivo, indican que la formacién de la
memoria automoldeada (ver seccién aprendizaje asociativo) aumenta la ex-
presion de receptores serotonérgicos como los HT,,, 5-HT,, 5-HTs y 5-HT;,
comparados con animales sin aprendizaje en la corteza prefrontal, hipocampo
y nucleos del rafe (Perez-Garcia et al, 2006). En este contexto, la expresion
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del receptor 5-HT; llama particularmente la atencion porque es diferencial
por estructuras y por tratamiento, razon por la cual se exploro con mas pro-
fundidad. El analisis de la expresion (de genes, permitié definir la expresion
génica) del receptor 5-HT; en regiones particulares del cerebro (nucleos del
rafe, hipocampo, CPF), en animales con y sin aprendizaje, y con diferentes
tratamientos farmacolégicos permitié concluir que tanto el aprendizaje como
la estimulacion del receptor 5-HT; con el AS 19 induce la expresién del gen
de este mismo receptor (el 5-HT;). El analisis en conjunto mostro la relacion
entre la formacién de la memoria, afinidad de los farmacos por los receptores
y la expresion selectiva del RNAm (ver figura 4).

Expresion del mRNA del receptor 5-HT7 (AS 19 + antagonistas)
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Figura 4. En la parte superior se muestra la expresion del RNAm del re-
ceptor 5-HT, y GAPDH como su control (electroforesis representativa del RT-
PCR) de los animales entrenados con automoldeamiento y ademas tratados
con AS19 y antagonistas (rafe, HIP (hipocampo) y CPF (corteza prefrontal).
En la parte de abajo se muestra los animales correspondientes de los efec-
tos conductuales del AS 19 (s.c.) asi como SB-269970 y WAY100635 (i.p.)
asi como su interaccion con el agonista en la tarea de automoldeamiento.
Se muestra la media (+tES) de la respuesta condicionada (CR %). La admin-
istracion de estos antagonistas bloquea el efecto facilitador del AS 19. La
n fue de 8 animales y fueron analizadas con la prueba de ANOVA, seguida
por la prueba Tukey, * p < 0.05 control salino vs. antagonista receptor 5-HT,
Yy 5-HT .
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El AS 19 (25)-(+)-8-(1,3,5-Trimethylpyrazolin-4-yl)-2-(dimethylamino) te-
tralin (Sanin et al 2003) de los laboratorios Tocris es un agonista con alta
afinidad para los receptores 5-HT, con una pKi=9.08 (informacién de Tocris)
y que aumenta los niveles intracelulares del AMPc (Holmberg et al., 2004; ver
Pérez-Garcia y Meneses, 2005), una respuesta asociada a la estimulacion de
los receptores 5-HT, (Hoyer y cols., 2002). En este laboratorio se encontré
aumento en la respuesta condicionada (RC); es decir en la facilitacion de la
formacion de memoria. Las dosis utilizadas para la curva dosis-respuesta
del AS 19 mg/kg fueron 0.5, 1, 5y 10, siendo Unicamente la dosis de 5 mg/
kg la que produjo un efecto conductual estadisticamente significativo, al fa-
cilitar la formacion de la memoria. Este efecto facilitador de la formacion de
la memoria de largo plazo fue bloqueado por el SB-269970, pero no por el
WAY 100635, lo que nos indica que el efecto es mediado por la activacion de
los receptores 5-HT, y no por el 5-HT,,. Estos datos confirman la evidencia
obtenida con el 8-OH-DPAT que también facilitd la formacion de la memoria,
un efecto bloqueado por antagonistas 5-HT,, y 5-HT,; (Meneses 1997;2001;
2004). Este trabajo muestra el uso potencial del AS 19 para estimular el re-
ceptor 5-HT;, si bien es necesario, desarrollar para un futuro, experimentos
con dosis logaritmicas e intermedias.

AREAS CEREBRALES INVOLUCRADAS EN LA FORMACION
DE MLP Y RECEPTORES 5-HT;

La presencia del receptor 5-HT, en areas importantes para el aprendizaje
y la memoria coincide con las estructuras de las cuales depende el auto-
moldeamiento, que son: el nucleo basolateral de la amigdala, el area CA1y
giro dentado del hipocampo, hipotalamo, corteza parietal, temporal, occipital,
retroesplenial asi como nucleo del rafe medio (Meneses et al 2004; Manuel-
Apolinar et al, 2004; Luna-Munguia et al, 2005). Por esta razén y debido a
lo extenso de la metodologia molecular, se analizaron Unicamente 3 areas:
nucleo del rafe, hipocampo y corteza prefrontal.

El hecho de que el AS 19 facilité la formacion de la MLP en el automolde-
amiento, nos permite concluir que probablemente el efecto de este agonista
(AS19, 5 mg/kg) se debio a la activaciéon de receptores 5-HT;, presentes en
corteza prefrontal, hipocampo y nucleos del rafe, estructuras importantes para
el aprendizaje y la memoria (Luna-Munguia, 2005) y que reciben proyeccio-
nes serotonérgicas o son sitio de origen de ellas (Jacobs, 1992). Debe obser-
varse que respecto a una posible activacion de otros receptores serotonér-
gicos, se carece de informacion sobre la afinidad del AS 19 por otros subtipos
de receptores serotonérgicos (Sanin, 2003; informacion de Tocris).

Utilizando modelos farmacologicos de amnesia (administracion sistémica
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de escopolamina un antagonista de los receptores muscarinicos y/o la dizol-
cipina antagonista de receptores NMDA), indujeron un déficit en la memoria,
probablemente atribuible a un descenso de la actividad colinérgica y gluta-
matérgica (McDonald, 2004). La administracion de escopolamina o dizolci-
pina en humanos y ratas, es considerado un modelo in vivo de amnesia que
sirve para evaluar el aprendizaje y memoria (Santucci et al, 2004). Datos
del laboratorio muestran que la administracién de AS 19 (s.c.) inhibié o evité
los efectos amnésicos de la escopolamina y la dizolcipina, es decir, el AS19
debe prevenir la amnesia por medio de la activacion del receptor 5-HT;. Este
efecto podria deberse a un mecanismo de autorreceptores (5-HT;) en nucleo
de rafé y de heteroreceptores (5-HT;) presentes en terminales nerviosas de
neuronas colinérgicas y glutamatérgicas en hipocampo y corteza prefrontal
(Buhot et al, 2000), induciendo la liberacién de acetilcolina y glutamato (en
las respectivas neuronas colinérgicas y glutamatérgicas, en las mencionadas
areas), compitiendo con los antagonistas por el sitio de union a sus respec-
tivos receptores (escopolamina para el caso de receptores M1, M2 y M3; y
dizolcipina para el caso de NMDA). Por lo tanto, la utilizacion del agonista
potencialmente selectivo para el receptor 5-HT; facilita la formacion de la
memoria e inhibe los efectos inducidos por los amnésicos (escopolamina o
dizolcipina).

CAMBIOS DEL RNAM DEL RECEPTOR 5-HT; EN ANIMALES
SOMETIDOS A AUTOMOLDEAMIENTO Y EN MODELOS DE AMNESIA

La estrategia de realizar el andlisis de RNAmM mensajero de este receptor
se debe a que es un indicador preciso de la activacion de la expresion de
este receptor. Sin embargo, para aseverar lo anterior se necesita analizar la
densidad del receptor 5-HT, bajo estas mismas condiciones y estos datos
son precedente para realizar futuros experimentos. La expresion diferencial
del RNAm obtenida en este laboratorio nos sugiere que la cascada de senal-
izacion intracelular (hasta la sintesis de RNAm), fue activada por la estimu-
lacién del receptor 5-HT; (por medio de automoldeamiento y utilizando AS 19,
5 mg/kg). Algunos de los estudios de la expresion RNAm del receptor 5-HT,
reportaron que es poco abundante en estructuras cerebrales en comparacion
con otros subtipos de receptores serotonérgicos (Beique, 2004; Bhalla, 2002;
East, 2002; Gustafson, 1996; Healy, 2000; Le Corre, 1997), sin embargo, se
encontro una importante expresion del RNAm del receptor 5-HT,.

Los resultados mas relevantes se observaron al comparar: a) la expre-
sion del RNAm del receptor 5-HT; con base de la experiencia (animales en-
trenados y no entrenados); b) tratamientos farmacologicos (agonista 5-HT,
vs. antagonista 5-HT7; y c) expresion diferencial del RNAm del receptor
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5-HT; en diversas estructuras (rafe, hipocampo y corteza prefrontal). Final-
mente se comparo la expresion del RNAm entre las diversas condiciones y
parametros.

EXPRESION DEL GEN DEL RECEPTOR 5-HT,
(PASIVAS VS. ENTRENADAS)

Los animales no entrenados controles, tratados con WAY 100635, escopo-
lamina o dizolcipina no muestran expresion del RNAm del receptor 5-HT-,
sin embargo, con la administracion de AS19 y 8-OHDPAT si exhiben una
expresion significativa en animales no entrenados. Esto indica que ambos
agonistas estimulan el receptor 5-HT; induciendo la expresién del RNAm del
receptor 5-HT, en condiciones de no entrenamiento. Sorpresivamente, la ad-
ministracion de SB-269970 induce expresion del RNAm del receptor 5-HT-,
sugiriendo que este antagonista se comporta como un agonista parcial, es
decir, un farmaco que al unirse al receptor induce parcialmente una respu-
esta bioldgica. Incluso, se puede comparar que la expresion del RNAm del
receptor 5-HT, es mayor en animales tratados con el SB-269970 en relacion
con los animales tratados con 8-OH DPAT. Estos datos son consistentes con
los reportados en lineas celulares (Vermeulen, 2004, ver mas adelante).

Estos datos aportan informacion de cémo se comporta la expresion del
RNAm del receptor 5-HT, en animales pasivos o no entrenados (no sometidos
a un aprendizaje asociativo), pero tratados farmacolégicamente. Estos datos
son comparables con animales que fueron tratados farmacolégicamente y
que fueron sometidos a un aprendizaje asociativo (automoldeamiento) y que
a continuacién se describen.

En los animales entrenados con automoldeamiento, se observo
una expresion importante de RNAm del receptor 5-HT; en el grupo con-
trol (PG) comparado con los demas grupos entrenados. Sin embar-
go, este dato, comparado con los animales controles pasivos (ver ar-
riba) nos sugiere que la adquisicion de la experiencia del aprendizaje
(automoldeamiento) induce la expresion del RNAm del receptor 5-HT,. El po-
sible mecanismo que podria mediar este efecto seria que el automoldeami-
ento induce liberacion de serotonina endégena de terminales nerviosas de
neuronas serotonérgicas cuyas proyecciones estén proximas al hipocampo y
corteza prefrontal (por ejemplo).

Esta liberaciéon de serotonina estimularia al receptor 5-HT; presente en
las areas mencionadas. La serotonina debe estimular otros receptores sero-
tonérgicos, sin embargo estos no fueron analizados.

En la curva dosis-respuesta del AS 19 observamos que la dosis con un
efecto sobre la formacién MLP (5 mg/kg) no induce una mayor expresion
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de RNAm del receptor 5-HT-; es decir, se observa mas bien una expresion
atenuada con respecto al control (PG). La principal explicacién de la elevada
expresion de RNAm del receptor 5-HT, en los animales controles sugiere que
para que se realice una formacién y consolidacién de la MLP es necesaria
la expresion del gen del receptor 5-HT,, mientras que para que se facilite la
MLP (en la dosis de AS19, 5 mg/kg) es necesaria una atenuacion de la ex-
presion RNAm del receptor 5-HT; respecto del control. Esto indica que ocurre
una modulacién en la expresion de genes por la estimulaciéon con farmacos
y/o por un aprendizaje asociativo (automoldeamiento) in vivo. Sin embargo,
también es posible sugerir que este efecto puede deberse a que los animales
fueron sacrificados después de la prueba es decir, 48 horas después del
entrenamiento y la administracion de los farmacos. El tiempo en el cual se
realizan los eventos de la cascada de sefalizacién intracelular después de la
activacion de receptores no esta claro, pues solo se analizé la expresion del
RNAm del receptor 5-HT, a un solo tiempo: 48 horas después de recibidos
los farmacos y las sesiones de prueba de automoldeamiento. Por otro lado,
existe otra posible explicacion para la expresion atenuada del RNAm del re-
ceptor 5-HT; en animales entrenados con automoldeamiento y tratados con
AS19 (5 mg/kg). Es posible que la expresion del RNAm este parcialmente
disminuida debido a una desensibilizacién del receptor 5-HT; relacionada a la
doble estimulacién (por aprendizaje y el AS 19).

Anteriormente, se entendia que el agonista se unia al receptor modifican-
dolo y activando procesos en la membrana y el antagonista solo actuaba
interfiriendo con la union del agonista al receptor, compitiendo por afinidad al
receptor y evitando su activacion (antagonismo competitivo). Sin embargo,
se ha encontrado también que los receptores tienden a permanecer parcial-
mente en su forma activa (actividad constitutiva) y el agonista los estabiliza
para mantener este estado en forma mas intensa y prolongada (Kenakin,
2001; Vermeulen, 2005; Andressen, 2005 ).

Lo que no esta claro en este trabajo, es si el aprendizaje induce la liber-
acion de serotonina, misma que estimule el receptor 5-HT; y el AS 19 tam-
bién lo estimule (obteniendo una doble estimulacién) o, el receptor 5-HT;
esta constitutivamente activo y la estimulacion con el aprendizaje y el AS 19
inducen un efecto negativo que atenue la respuesta bioldgica (es decir, una
atenuacion de la expresion de RNAm del receptor 5-HT).

En cambio, los animales tratados con WAY 100635 expresan el RNAm del
receptor 5-HT;, este dato confirma que el WAY 100635 no tiene afinidad por
el receptor 5-HT; porque no bloqueo expresion del RNAm, porque muy prob-
ablemente el aprendizaje por automoldeamiento estimulo el receptor 5-HT;
(ver mas arriba), dicha estimulacion no fue bloqueada por el WAY 100635. En
contraparte, en los animales sometidos a automoldeamiento y tratados con
SB-269970 no se aprecia la expresion del RNAm del receptor 5-HT;, lo que
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nos sugiere que el SB-269970 bloqueo la expresién del RNAm del receptor 5-
HT-, estimulado por el aprendizaje por automoldeamiento. Ademas, la admin-
istracion de WAY 100635 mas AS 19 no modifica la expresion, mientras que
la administracion de SB-269970 mas AS 19 bloquea la expresion del RNAm
del receptor 5-HT;. Estos datos, en conjunto sugieren que el WAY 100635 no
tiene afinidad por los receptores 5-HT,, ya que no bloquean su estimulacion.
Los animales tratados con WAY 100635 mas SB-269970 tampoco muestran
expresion del RNAm del receptor 5-HT;.

Recientemente se reportd una expresion diferencial del RNAm del re-
ceptor 5-HT; en lineas de células (Guthrie et al, 2005) donde expresan este
receptor y utilizan farmacos para estimular y bloquear este mismo receptor.
Utilizan 5-CT como agonista y el SB-269970 como antagonista. En sus re-
sultados, evaluan la expresion del RNAm del receptor 5-HT,, donde la ex-
presién mas fuerte se encontré en células con el receptor no estimulado (los
controles). En las células con el receptor estimulado (5-CT) encuentran una
expresion del RNAm atenuada.

Finalmente, en células tratadas con 5-CT y con SB-269970 encuentran
bloqueada la expresion del RNAm del receptor 5-HT,.

Los resultados de ese trabajo (in vitro) coinciden con los encontrados en
este proyecto (ex vivo) porque la estimulacion del receptor 5-HT, con AS 19
mostré una atenuacion en la expresion del RNAm del receptor 5-HT, que fue
bloqueada por el antagonista (SB 269970).

EL EFECTO DE LA AMNESIA EN LOS RECEPTORES 5-HT;

La amnesia con escopolamina o dizocilpina fue inhibida por la administracién
del AS 19 y también restablecié la expresion del RNAm del receptor 5-HT-,.
siendo mayor el efecto en el modelo de escopolamina (area de rafe e hipo-
campo), mostrando asi que en dicho efecto hay una interaccién mas impor-
tante entre el sistema serotonérgico y el sistema colinérgico que con respecto
al sistema glutamatérgico.

Hay que destacar que en la literatura describen que la actividad colinér-
gica se ha detectado en areas especificas del cerebro, que coinciden con las
que expresan el RNAm del receptor 5-HT; (rafe, hipocampo, corteza). Por lo
que el reestablecimiento en la expresion del RNAm del receptor 5-HT; podria
deberse a la presencia de heterorreceptores 5-HT; en neuronas colinérgicas
(y en menor grado respecto al sistema glutamatérgico) promoviendo un me-
canismo de modulacion. Por otro lado, Healy y colaboradores (2000) en ani-
males sin manipulacion conductual encontraron que el bloqueo de receptores
NMDA con dizolcipina (MK-801), altera la expresién del RNAm del receptor
5-HT, pero no del 5-HT; en regiones del hipocampo.
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Estos resultados proporcionaron evidencia de una interaccion entre el siste-
ma glutamatérgico y serotonérgico y es consistente con los datos presentes.

AREAS CEREBRALES, MLP, Y CAMBIOS DEL RNAM
DEL RECEPTOR 5-HT,

En animales sometidos al automoldeamiento encontramos una importante
expresion del RNAm del receptor 5-HT; en rafe e hipocampo y menos intensa
en CPF. Estos datos sugieren que la sintesis de receptores 5-HT, debe ser,
en orden decreciente de mas abundante en rafe respecto a hipocampo y cor-
teza prefrontal. Ademas, estos datos sugieren un papel mas preponderante
de receptores 5-HT; presinapticos (auto) que los postsinapticos (heterore-
ceptores) tanto en la formacion de la MLP, como cuando ésta se facilita con
farmacos, porque la expresion es mayor en el area del rafe comparada con
las de las otras areas (hipocampo, CPF). Los animales controles (PG) pasi-
vos (no entrenados) no exhiben expresioén ni en rafe ni en hipocampo, pero si
en CPF. Esto sugiere que el receptor 5-HT; debe estar activo o estimulado en
esa area bajo condiciones de no entrenamiento. Los animales controles (PG)
entrenados en todas las areas exhiben la expresion de RNAmM mas intensa
comparada con los otros tratamientos. Esto sugiere la participacion de las 3
areas analizadas (rafe, hipocampo, CPF) y la estimulacién del receptor 5-HT;
por medio de automoldeamiento es importante para la consolidacion de la
MLP. Los animales pasivos y tratados con el AS19 exhiben una expresion
moderada del gen del receptor en las areas de hipocampo y CPF, siendo mas
importante esta expresion en nucleo de rafe.

El nucleo del rafe es el origen de las proyecciones serotonérgicas razén
por la cual, sugerimos que esta mas fuertemente expresado el gen del recep-
tor 5-HT,. En animales entrenados con automoldeamiento y tratados con el
AS 19 exhiben un patrén de expresion muy similar al caso anterior, aunque la
expresion es mas intensa. Sin embargo esta expresién es menor comparada
los animales controles (PG) entrenados. Por esta razén, suponemos que la
doble estimulacion del receptor 5-HT, (aprendizaje y con el AS 19) en las 3
areas estudiadas induce la atenuacion del gen del receptor 5-HT;,

Esto puede estar explicado por la muy posible doble estimulacion del
receptor 5-HT, (por aprendizaje y automoldeamiento), siendo el nucleo del
rafe el que expresa mas intensamente el RNAm del receptor 5-HT, al menos
bajo las presentes condiciones de entrenamiento.

Los animales sin aprendizaje tratados con SB-299970 expresan el RNAm
del receptor 5-HT, en area de rafe e hipocampo. Esto nos sugiere, por un
lado que el SB-269970 se comporta como un agonista parcial (bajo estas
condiciones) y que tiene efecto en rafe e hipocampo pero no en CPF.
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En animales entrenados y tratados con SB-269970 esta bloqueada la
expresion el RNAm del receptor 5-HT-, en las 3 areas. Este mismo patréon
se encuentra en las 3 areas en animales entrenados y tratados con AS 19y
SB-269970, lo que nos confirma que el SB-269970 bloquea la estimulacion
del receptor 5-HT, y la expresion del gen inducido por el aprendizaje y por el
AS 19 (ver figura 5).

NO ENTRENADOS

ENTRENADOS Y CON TRATAMIENTO FARMACOLOGICO
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Figura 5. Analisis de la comparacién de la expresion del RNAm del re-
ceptor 5-HT, entre grupos (entrenadas vs. no entrenadas), por tratamiento y
por estructuras. Los circulos muestran los animales controles, los cuadros
animales tratados con AS 19, el rectangulo animales tratados con SB269970
y el rombo animales tratados con amnésicos y AS 19.

También otros estudios han reportado cambios en la expresion del gen del
receptor 5-HT,, mostrando que la expresion del gen de este receptor puede ser
aumentada por adrenalectomia (Le Corre, 1997;Yau, 1997), estrés agudo (Yau,
2001) y la administracion de p-cloroanfetamina (neurotoxina que destruye termi-
nales serotonérgicas) en tallo cerebral (Garcia-Osta et al, 2000).

Otros estudios sugieren que la expresion del gen de este receptor puede
ser disminuida con el tratamiento con un inhibidor de la recaptura de 5-HT,
fluoxetina 5 mg/kg por 21 dias (Sleight et al, 1995). Finalmente, algunos es-
tudios no han encontrado cambios en expresion del gen del receptor 5-HT,
con tratamiento con amitriptalina (antidepresivo triciclico inhibidor de la re-
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captura de NA y 5-HT) por 10 semanas (Yau et al, 1999) y la administracion
de choques electroconvulsivos (Burnet, 1999). Todos los trabajos descritos
anteriormente analizan la expresion del receptor 5-HT, en varias estructuras
del SNC en ratas pero en especial en regiones del hipocampo.

Interesantemente, dos trabajos reportaron asociaciones funcionales.
El primero describe la expresion del RNAm en distintas estructuras cere-
brales durante el desarrollo post-natal, sugiriendo un importante papel de
la expresion del gen del receptor 5-HT, para el desarrollo comparado con
ratas adultas (Vizuete et al, 1997). El segundo describe una regulacion en el
desarrollo del potencial de membrana en la corteza prefrontal y la expresion
del RNAm del gen del receptor 5-HT, entre otros subtipos serotonérgicos
(Beique et al, 2004).

Asimismo, el presente trabajo demostré una asociacion funcional entre
el proceso de aprendizaje y formacién de memoria (utilizando automoldeami-
ento), la administracién de farmacos (agonistas y antagonistas selectivos) y
la expresion diferencial del gen del receptor 5-HT,.

Los presentes resultados de la expresion del gen del receptor 5-HT; en
conjunto, sugieren que el grado de expresion de este gen podria estar con-
trolado por las vias de sefnalizacién implicadas en la formacion de la MLP co-
mentadas mas arriba. Por lo tanto, seria posible que la expresién diferencial
de RNAm del receptor 5-HT,, se deba a que la activacion de estos responden
a cambios en la concentracion de ligando (por ejemplo, AS 19), receptores
pre-existentes y a la experiencia del aprendizaje; asi iniciando, modificacio-
nes en la via de transduccion de sefales, los cuales, a su vez, provocarian
una modulacién en la expresion del RNAm y posteriormente en la proteina
del receptor. Esta nocion es consistente con la evidencia que aportan los
trabajos descritos anteriormente, asi como con el proceso de aprendizaje y
de consolidacion de memoria (este trabajo) que inducirian cambios en la lib-
eracion de serotonina endégena. Estos cambios regularian la funcién del re-
ceptor a corto plazo (por desensibilizacién) o a largo plazo (sintesis de protei-
nas y receptores). Notablemente también la manipulacién farmacolégica con
agonistas y antagonistas serotonérgicos modularia la expresién de genes y
la formacion de la memoria. El siguiente esquema ilustra estas nociones con
los posibles eventos moleculares ocurriendo en rafe, hipocampo y/o corteza
prefrontal (ver figura 6)

PERSPECTIVAS
Los datos de la MLP mostraron una facilitacién en la formacion de la memoria

por la estimulaciéon de receptores 5-HT, con un nuevo agonista y potencial-
mente selectivo. Los datos de andlisis de la expresion del gen mostraron una
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Figura 6. Eventos moleculares que ocurren durante la activacion del re-
ceptor 5-HT,. (1) Existen cambios en la expresién de RNAm en las estruc-
turas de Rafe, Hipocampo y CPF. (2) El AS 19 activa al receptor 5-HT,, el
cual esta acoplado a proteinas Gs (3) esta se disocia y activa (4) al adenilato
ciclasa (AC). Aumenta el AMPc intracelular (5) y activa a la PKA. Esta es
capaz de translocarse al nucleo y activar al CREB. Se induce la trascripcion
de genes especificos a RNAm y posteriormente la traduccion a proteinas
(6). Finalmente, estas proteinas debieran expresarse como receptores en la
membrana de la neurona y consolidar asi la memoria (7).

RMAC_dic_2006.indd 263 21/05/2007 01:30:24 p.m.



264 GEORGINA PEREZ-GARCIA, GUSTAVO LIY SALMERON Y ALFREDO MENESES

modulacioén del gen del receptor 5-HT; inducida por tratamiento con farmacos
(agonistas y antagonistas del receptor 5-HT;) y por medio de un aprendizaje
asociativo (automoldeamiento) en estructuras especificas del cerebro (nu-
cleo del rafe, el hipocampo y la corteza prefrontal).

Los datos presentes demuestran la utilidad de estudiar en los mismos
animales el aprendizaje, la manipulacion farmacoldgica y la expresiéon de
genes sobretodo en el contexto de que los experimentos que evaluan el-
ementos moleculares del aprendizaje y memoria en mamiferos son escasos,
poco se ha hablado de la dificultad para comparar los resultados de distintos
experimentos donde utilizan distintas pruebas conductuales de aprendizaje y
memoria (water maze, aversion pasiva, CAS, entre otras).

La utilizacion de diferentes especies (variacion sistematica), sexo y uso
arbitrario de grupos control, dificultan el analisis del fendmeno del apren-
dizaje y la memoria.

Parece importante dilucidar como varia la formacién de la memoria fr-
ente a distintas dosis de agonistas y/o antagonistas, el discernimiento de
estos farmacos (Wesolowska, 2002) la utilizacion de distintas vias de admin-
istracion (ej: intracerebral vs. sistémica) y estudios de la cinética de los mis-
mos durante las pruebas conductuales ayudaran a determinar la naturaleza
de los eventos.

Todos los datos anteriores nos sugieren que el receptor 5-HT, tiene un
papel importante en la formacion de la memoria y en la memoria disfuncional,
esto quiere decir que los datos ofrecen informacion para el disefio de futuros
experimentos para entender el papel funcional de este receptor en la memo-
ria (normal y disfuncional).
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