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RESUMEN

Existen numerosas evidencias que indican que tanto los antagonistas como los
agonistas del receptor 5-HTs, presentan efectos facilitadores sobre los procesos de
aprendizaje y memoria. Se sabe que el receptor 5-HTs se encuentra distribuido en
muchas areas cerebrales y se ha demostrado que cuando se realiza una
adrenalectomia se incrementa la expresion de este receptor en el hipocampo. El
estrés agudo inducido por el nado forzado (NF) tiene la capacidad de modificar
sistemas de neurotransmision, incluyendo el serotoninérgico. En el presente trabajo
se propuso determinar si el estrés agudo afecta la memoria a través del receptor 5-
HTe, el NF se utiliz6 como factor estresante agudo y el modelo de aprendizaje
empleado fue el laberinto acuatico de Morris (LAM) con plataforma oculta. Se
realizaron tres experimentos; el primero tuvo como objetivo determinar la influencia
del NF sobre el aprendizaje y la memoria espacial. Con esta finalidad, un grupo de
ratas se sometid a estrés agudo durante 15 min, 24 h antes del entrenamiento. El
segundo experimento consisti6 en administrar a ratas sin estrés (SE),
inmediatamente después del aprendizaje, el agonista E-6801 (5 mg/kg; ip) o el E-
6837 (5 mg/kg; ip) o el antagonista Ro 04-6790 (10 mg/kg; ip) o el SB-271046 (10
mg/kg; ip). En el tercer experimento, se sometieron a estrés agudo grupos
independientes de ratas, 24 h después fueron entrenadas en el LAM y recibieron
inmediatamente después los mismos tratamientos farmacologicos que se realizaron
en el segundo experimento. La memoria de la tarea aprendida se midié 24 h
después de que los animales fueron entrenados. Los resultados del primer
experimento, indican que el estrés causa deterioro en la adquisicion y retencién de
la tarea. Los resultados del segundo experimento, mostraron que ninguno de los
tratamientos mejora la retencion de la tarea de las ratas SE. El Ultimo experimento
mostré deterioro en la retencion de la tarea, el cual no fue bloqueado por ningan
tratamiento; sin embargo, el grupo tratado con el agonista E-6801 mostré mayor
latencia de llegada a la plataforma, asi como un menor nimero de entradas a la
zona blanco. Es probable que la ausencia de efectos sobre la memoria se deba a
las dosis utilizadas y a la cantidad de glucocorticoides liberada durante la tarea.



1. ANTECEDENTES

1.1. Aprendizaje y memoria

El aprendizaje y la memoria son procesos que permiten la adaptacion de los
seres vivos a las modificaciones inciertas de su medio ambiente. Son procesos
inherentes debido a que sin uno, no podria existir el otro (Morgado, 2005; Correa,
2007). Se han asociado a estos procesos diversas estructuras cerebrales, tales

como la amigdala, la corteza cerebral y el hipocampo (Kandel y col., 2006).

El aprendizaje es el proceso mediante el cual ocurren cambios permanentes
en la conducta como resultado de la experiencia que no se deben a las tendencias
innatas de respuesta, maduracién, fatiga, consumo de drogas o enfermedad
(Hilgard y Marquis, 1961).

Al proceso por el cual se retiene o almacena la informacién adquirida, la cual
puede ser recuperada a lo largo del tiempo, se le denomina memoria (Kandel y col.,
2006). Este proceso permite que exista un sentido de continuidad en nuestras vidas
(Morgado, 2005).

La memoria se divide en las siguientes fases:

1)  Adquisicién, es el momento en que el individuo obtiene informacion

para ser recordada.

2) Consolidacion, es la conversion de la informacion de memoria de

corto plazo en memoria de largo plazo.

3) Evocacion, es el proceso de recuperacion de la informacién (Abel y
Lattal, 2001; Collins, 2007).



Los estudios llevados a cabo durante las ultimas décadas sobre los procesos
cognitivos ofrecen un panorama que permite concluir que estos procesos
involucran distintas estructuras cerebrales que actian en forma conjunta,
complementaria y especializada (Kandel y col., 2002); asi mismo, se sabe que son

influenciados por el estado emocional del individuo (McGaugh y Roozendal, 2002).

1.1.1. Clasificacién de la memoria

Desde la perspectiva de su contenido, la memoria se clasifica en memoria

declarativa o explicita y en memoria no declarativa o implicita.

La memoria declarativa es el recuerdo consciente de las experiencias y
hechos. A su vez, este tipo de memoria puede clasificarse en memoria episédica y
memoria semantica. La primera se relaciona con el recuerdo de acontecimientos
(detalles autobiograficos), mientras que la segunda tiene que ver con el recuerdo
de hechos (Squire, 2004).

La memoria no declarativa se refiere a las habilidades motoras, habitos y
comportamientos que se recuerdan de manera involuntaria. Su expresién es en
gran medida automatica, inconsciente y dificil de verbalizar. Se adquiere
gradualmente y se perfecciona con la practica, por ejemplo: andar en bicicleta,
conducir un auto, etc. (Kandel y col., 2002).

La primera clasificacion de la memoria con base en su temporalidad data del
siglo XIX y fue realizada por Hermann Ebbinghaus y afios mas tarde, William
James formaliz6 esta clasificacion e hizo la distincion entre dos tipos de memorias:

memoria primaria y memoria secundaria (Prado-Alcala y Quirarte, 2007).

Actualmente a estos tipos de memoria se les denomina memoria de corto

plazo (MCP) y memoria de largo plazo (MLP) (Collins, 2007).



La MCP es la informacién que solamente estard disponible para su recuerdo
durante segundos o minutos después del aprendizaje. Esta memoria es labil y
parece deberse a la actividad eléctrica del sistema nervioso, asi como a los

diferentes sistemas de neurotransmision (Cruz-Morales, 2006).

La MLP es la informacion que se conserva durante dias, semanas o incluso
afios. La conversion de la MCP a MLP depende de un proceso hipotético
denominado consolidacion. Se ha sugerido que esta conversion esta sujeta a por lo
menos dos factores dependientes de la experiencia: la importancia relativa que la
informacion tiene para el organismo y la frecuencia con la que la informacion es
captada por el sistema nervioso (Prado-Alcala y col., 2004). El almacenamiento de
este tipo de memoria requiere de la expresion de genes para la sintesis de nuevas
proteinas y la formacion de nuevas conexiones a nivel singptico (Squire y Kandel,
2000; Lynch, 2004; Kandel y col., 2006).

Durante la evocacion de la experiencia se activa la MLP que fue consolidada

anteriormente (Figura 1).

Consolidacion

MCP MLP

Evocacion

v

Evocacioén

,

®» -~ o302

Figura 1. Memoria de acuerdo a su temporalidad. Memoria de corto plazo
(MCP); Memoria de largo plazo (MLP). Modificado de Dudai, 2004.



1.2. Plasticidad sinaptica

La plasticidad sinaptica se refiere a la modificacion de la fuerza o eficiencia
de las conexiones sinapticas preexistentes. Se cree que estd implicada
decisivamente en el aprendizaje; asi mismo, se ha propuesto que tiene un papel
central en la capacidad del cerebro de formar memorias duraderas (Kandel y col.,
2006; Citri y Malenca, 2008).

Se han utilizado con éxito dos modelos electrofisiol6gicos para el estudio de
la plasticidad sinaptica en el area CA1 del hipocampo: la potenciacién a largo plazo
(LTP, por sus siglas en inglés) que es la respuesta potenciada de las células
postsinpticas por un periodo largo de tiempo, cuando se administra un estimulo de
alta frecuencia a las fibras presinapticas; y la depresién a largo plazo (LTD, por sus
siglas en inglés) que consiste en la reduccion de la eficacia en la transmision
sinaptica que puede durar horas o mas. Se sabe que la induccion de estos modelos
depende de la activacién de los receptores glutamatérgicos N-metil-D-aspartato
(NMDA) (Howland y Wang, 2008). El glutamato liberado por la neurona presinaptica
activa a los receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazol
propionico) y a los receptores NMDA, sin embargo, sélo los receptores AMPA son

los responsables de la transmision sinptica basal (Tsien, 2006).

Los receptores NMDA, en condiciones normales, se encuentran bloqueados
por el ion Mg?*. Estos receptores seran activados sélo cuando la neurona
postsinaptica sea despolarizada adecuadamente por un estimulo fuerte
(cooperativo) proveniente de muchas neuronas presinapticas, lo que provoca que
se libere el Mg?* del poro del canal, cuando esto ocurre, el receptor NMDA se
activa, permitiendo la entrada de Ca?* (Figura 2). El influjo de Ca?* inicia el aumento
perisistente de la transmision sinaptica activando a las cinasas dependientes de
calcio, la cinasa calmodulina/Ca?* (CaMKIl) y la proteincinasa C (PKC) (Kandel y
col., 2002).



Neurona
presinaptica

Neurona

Glutamato postsinaptica

NR2A
\|"NR2B
NR1
Insercion del
receptor AMPA?
CaMKIl

Activacion de cascadas
bioquimicas

Figura 2. Esquema de una sinapsis glutamatérgica. El glutamato liberado de
la terminales presinapticas activa a los receptores AMPA y NMDA. El flujo de
Ca?* es la sefial para la induccion de la LTP Modificado de Tsien (2006).

Una vez iniciada la LTP, la célula postsinaptica libera mensajeros retrogados
gue se cree que actuan sobre proteinas cinasas en la terminal presinaptica para
incrementar la liberacion del transmisor que contribuye a la LTP (Kandel y col.,
2002; Citri y Malenca, 2008). Asimismo, se ha propuesto que la CaMKII participa en

el incremento de la fosforilacion de los receptores AMPA y que influye en el



proceso de insercion de receptores adicionales de AMPA en la membrana de la
neurona postsinaptica (Squire y Kandel, 2000).

1.3. Aprendizaje y memoria espacial

El aprendizaje espacial se refiere a la solucion de tareas que requieren
asociaciones de caracteristicas sensoriales del entorno, de manera que se

codifiquen las relaciones entre los estimulos (Barnes, 1988).

Nos referimos a la memoria espacial como aquella con la que se realizan
mapas mentales para ubicarse en el espacio y guiarnos a través de un lugar
determinado. Este tipo de memoria forma parte de la memoria declarativa, ya que
se puede formar una imagen mental del mapa que se utiliza (Squire y Kandel,
2000; Vicens y col., 2003).

Existen evidencias que sugieren que el hipocampo juega un papel critico en
la memoria declarativa y espacial en humanos y roedores (O’Keefe y Nadel, 1978).
Se ha observado que cuando se produce un dafo en esta estructura se provoca un
notable deterioro en el aprendizaje espacial y el recuerdo de dicha informacion
(Morris y col., 1982).

Para evaluar de forma experimental este tipo de aprendizaje en roedores, se
utilizan laberintos cuya solucién requiere de la ejecucion de estrategias de

navegacion y de la informacion espacial disponible (Vicens y col., 2003).

Uno de los paradigmas mas utilizados en el estudio de la memoria espacial
en los roedores es el laberinto acuatico de Morris (LAM), disefiado por Richard
Morris. En la versién espacial de este laberinto, los animales tienen que nadar y
usar la capacidad de recordar las pistas espaciales del entorno para localizar una

plataforma oculta, cuya ubicacién es constante durante los ensayos (Morris, 1984).



Entre las ventajas que brinda este paradigma, se encuentra el hecho de que
no es necesaria la privacion de agua o alimento a los animales, ni la aplicacion de
una descarga eléctrica para motivar la conducta. Sin embargo, es importante evitar
gue los animales usen claves no espaciales. Ademas, se requieren relativamente
pocos ensayos para que los animales aprendan y se puedan valorar los efectos de
los farmacos sobre los procesos de aprendizaje y memoria de forma més efectiva

gue en otros laberintos de adquisicion mas lenta (Vicens y col., 2003).

En 1982, Morris y col. realizaron un experimento en el que corroboraron el
papel del hipocampo en la navegacién espacial. Entrenaron grupos de ratas en el
LAM, un grupo con lesién hipocampal y otro sin lesion. Los animales con lesion en
el hipocampo mostraron una deficiencia significativa en la ejecucion de la tarea de
navegacion espacial; sin embargo, a través de los ensayos del entrenamiento
mejoraron su desempeio, pero nunca llegaron al lugar de escape antes que los

animales sin lesion y mostraron un patron de busqueda desorientado.

1.4. Estrésy su efecto en la memoria

El estrés se define como cualquier condiciébn que perturba seriamente la
homeostasis fisioldgica y psicolégica de un individuo. Es considerado un potente

modulador de los procesos de aprendizaje y memoria (Sandi y col., 2001).

El estrés se produce a traveés de la activacion de dos sistemas: el sistema
nervioso autonomo (SNA) y el eje hipotalamo-hipofisiario—adrenal (HPA), el cual
libera glucocorticoides que activan receptores nucleares localizados en estructuras
cerebrales (Sandi y Pinelo-Nava, 2007; Schwabe y col., 2010). Los principales
neurotransmisores de estos sistemas son: las catecolaminas (adrenalina y
noradrenalina) y los glucocorticoides, cortisol en humanos y la corticosterona en
ratas (de Kloet y col., 2005; Joels y col., 2006).



El eje HPA inicia en el hipotalamo, donde se encuentran las neuronas
parvocelulares del nacleo paraventricular (PVN), las cuales secretan la hormona
liberadora de corticotropina (CRH) y la arginina vasopresina (AVP), dos hormonas
peptidicas capaces de estimular la liberacidon de la hormona adrenocorticotropa
(ACTH) en la hipdfisis, lo que ocurre después de que el hipotdlamo fue activado por
una situacion estresante (Figura 3). El incremento en los niveles de ACTH induce la

produccion de glucocorticoides (GCs) en la corteza adrenal (Sandi y col., 2003).
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Figura 3. Circuitos activados por una situacion estresante: el eje hipotalamo-

hipofisiario-adrenal (HPA) y el sistema nervioso autbnomo (SNA).
Modificado de Schwabe y col., 2010.

La activacion y la terminacién de la respuesta al estrés son importantes, ya
que el mantenimiento prolongado de altos niveles de estas hormonas,
particularmente de los GCs, es altamente dafino. Los GCs desempeiian también

un papel critico en la terminacion de su respuesta, ya que inhiben, por



retroalimentacion negativa, la secrecion de CRH y ACTH en el hipotdlamo y en la

hipofisis, respectivamente (Sandi y col., 2003).

Los GCs, debido a su naturaleza lipofilica, pueden atravesar facilmente la
barrera hematoencefélica (BHE) y llegar a distintas zonas del cerebro, donde
ejercen diversas acciones, mediante la activacion de receptores intracelulares: el
Tipo | o mineralocorticoide (MR) y el Tipo Il o glucocorticoide (GR). Los MRs
presentan una afinidad diez veces mayor para unir la corticosterona (CORT) que
los GRs, por lo que en condiciones fisiologicas los MRs se encuentran
mayoritariamente activados. Mientras que la activacion de los GRs requiere de la
elevacion de la concentracién de los GCs, efecto que sucede en situaciones de
estrés o miedo (Sandi y col., 2003; Wolf, 2003).

Se ha demostrado que los GCs influyen en los procesos de memoria y
aprendizaje, ya que modulan la consolidacion de la memoria que se produce
durante una tarea de aprendizaje. Existe evidencia que indica que los efectos de la
CORT sobre la memoria se comportan en forma de U-invertida, ya que niveles
moderados de esta hormona facilitan la memoria y niveles bajos provocan bloqueo
o deterioro en la misma (Sandi y Pinelo-Nava, 2007).

Asi mismo, se ha comprobado que las hormonas adrenales tienen un papel
importante en la consolidacion de memorias duraderas (McGaugh y Roozendal,
2002). Sin embargo, cuando el estrés es severo e incontrolable puede tener
repercusiones negativas en los procesos previamente mencionados (Kim y col.,
2006).

Los efectos del estrés sobre la memoria dependen de numerosos
parametros (Figura 4), entre los que se incluyen: la tarea de aprendizaje empleada,
el tipo de estresor (intrinseco o extrinseco), el origen del estrés (fisico o
psicologico), la frecuencia del estimulo estresante (agudo, semi-agudo o0 cronico),

el tiempo especifico en que se somete el sujeto al estrés (previo a la adquisicion,
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después de la adquisiciébn o antes de la evocacion) y a factores del sujeto tales
como el sexo o la edad (Sandi y Pinelo-Nava, 2007; Joels y Baram, 2009; Cazakoff
y col., 2010).

Se han reportado efectos opuestos de los GCs en la consolidacion de la
memoria y en la evocacion. Si el estrés es provocado antes o después de la
adquisicion se observa un efecto facilitador en la consolidacion de la memoria, por
el contrario si el sujeto es sometido a estrés antes de la prueba de evocacion se
produce deterioro en la salida de la informacion (Roozendaal, 2002; Sandi y Pinelo-
Nava, 2007; Ruetti y col., 2008).

{17 Estrés (2) Estres (%) Estrés
l Anrendizaje J« Memaria J« Recuerdo
Addryuisicion Consolidacion Evocacion

g

Procesamiento de |3 infartnacian

Figura 4. Diagrama que representa el tiempo en que se puede aplicar el
estrés con respecto a las fases de la memoria. 1) El estrés aplicado antes del
aprendizaje (pre-entrenamiento) sera reflejado en un aprendizaje modificado
y/o la memoria, 2) El estrés aplicado sobre la consolidacién tendra efecto
sobre este proceso y 3) El efecto del estrés después del aprendizaje (post-
entrenamiento) se puede medir durante la evocacién. Modificado de Sandi y
Pinelo-Nava, 2007.

El nado forzado es un estimulo estresante fisico y psicologico para los
roedores; fue disefiado por Porsolt y col. en 1977, para evaluar el efecto de
farmacos antidepresivos. Este paradigma produce ansiedad en roedores, al ser
sometidos a una sola sesion con una duracion de 15 min, 24 h antes de la
valoracion de la ansiedad (Briones-Arada y col., 2005). De igual forma, se ha

comprobado que el estrés inducido por nado forzado tiene la capacidad de
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modificar sistemas de neurotransmisién como el serotoninérgico en el hipocampo
(Linthorst y Reul, 2007).

1.5. El hipocampo

El hipocampo es una estructura subcortical localizada en el I6bulo temporal
del cerebro humano que forma parte del sistema limbico; en el hipocampo se
pueden distinguir tres regiones celulares: el giro dentado (DG, por sus siglas en
inglés), formado por células granulares, el cuerno de Amon (CA), formado por
neuronas piramidales y que incluye los campos CAl, CA2 y CA3 y la region hiliar
formada por células polimorfas (Figura 5) (Amaral y col., 2007).

D

CA1
CA3

—

=
GIRO
DENTADO

Figura 5. Diagrama de la estructura y ubicacion del hipocampo
en el cerebro de la rata.

—

El primer reporte clinico que involucrd al hipocampo como una estructura
fundamental para la formacion de la memoria fue el de Brenda Milner en los afios
60’s acerca del paciente H.M., quien fue intervenido a los 27 afios quirargicamente,
debido a su epilepsia intratable; se removié la parte inferior y lateral del |6bulo
temporal, con el objeto de eliminar las crisis convulsivas que el paciente
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presentaba. A pesar de que el tratamiento logré6 un decremento en la frecuencia
con que las crisis epilépticas se presentaban, el paciente mostré inmediatamente
una severa y persistente amnesia anterograda (incapacidad para almacenar nueva

informacion) (Scoville y Milner, 1957).

Estudios posteriores, demostraron que en el paciente H.M. la memoria de
procedimiento estaba intacta, ya que lograba recordar las tareas de tipo motor; sin
embargo su memoria declarativa estaba seriamente dafiada, por lo que H.M. era
incapaz de recordar informacion previamente presentada de tipo consciente, y se
relacioné esta deficiencia con el hipocampo, que fue una de las estructuras

incluidas en la remocion quirurgica del I6bulo temporal (Squire y Kandel, 2000).

Se sabe que el hipocampo estd involucrado tanto en la regulacion
neuroendocrina del estrés como en la memoria. Es blanco de las hormonas
liberadas por el estrés, ya que tiene una alta concentracién de receptores a GCs
(Morimoto, 1996).

Asi mismo, se reportd una facilitacion de la LTD en el hipocampo y un
deterioro sobre la memoria espacial en ratas sometidas a estrés agudo inducido por
un choque eléctrico o a la permanencia sobre una plataforma elevada, antes del

aprendizaje en el LAM (Xiong y col., 2003).

1.6. Sistema serotoninérgico

La 5-Hidroxitriptamina (5-HT, serotonina) es un neurotransmisor que esta
implicado en una variedad de procesos fisioldgicos, tanto a nivel de sistema
nervioso central (SNC) como periférico (Souza y Craig, 2010). Es una amina
biogena compuesta por un anillo inddlico y una cadena lateral de etilamina (Figura
6). Se localiza y sintetiza en las células enterocromafines del tracto gastrointestinal
y en neuronas del SNC (Azmitia, 2010).
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La 5-HT en el SNC es sintetizada in situ a partir del aminoacido triptofano
(Trp), el cual proviene principalmente de la dieta; este es incorporado por un
mecanismo de transporte activo. El primer paso de la sintesis consiste en la
hidroxilacion del Trp por parte de la enzima triptéfano hidroxilasa, obteniéndose L-
5-Hidroxitriptéfano (5-HTP); cabe mencionar que este paso es limitante para la
sintesis. Posteriormente ocurre una descarboxilacion por la L-aminoacido

descarboxilasa obteniéndose asi la 5-HT (Figura 7) (Souza y Craig, 2010).

Una vez sintetizada, la 5-HT es almacenada en vesiculas dentro de la
neurona para protegerla de la degradacion de enzimas intracelulares como la
monoamino oxidasa (MAO) (Mohammad-Zadeh y col., 2008; Nichols y Nichols,
2008).

NHz

Figura 6. Estructura quimica de la serotonina

En el cerebro, la serotonina, producida dentro de las terminales de los
axones en respuesta a un potencial de accion, se libera y difunde a través de la

sinapsis para activar los receptores postsinapticos.

Esta molécula esta involucrada en diversos procesos sensoriales, motores y
conductuales (por ej. el suefio, el apetito, los ritmos circadicos, la conducta sexual,
entre otros), asi mismo se ha visto implicada en muchas patologias psiquiatricas
(por ej. la ansiedad, la depresion, la esquizofrenia). Existe una vasta cantidad de
literatura en la que se afirma la relacion del sistema serotoninérgico en el control

neurobioldgico del aprendizaje y la memoria, tanto en individuos sanos como en
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desoérdenes patolégicos (Meneses, 1999; Prado-Alcala y col., 2003; Cassel, 2010;
Souzay Craig, 2010; Berumen y col., 2012).

NH, NH;
nnCOOH "'COOH
HO H
N - -
Trlptofano N Aminoacido
Hidroxilasa H Descarboxilasa
Triptéfano 5-Hidroxitriptéfano
NH,
14 COOH
HO H HO
N - . N
N Monoamino N
Oxidasa, MAO
5-Hidroxitriptamina, 5-HT Acido 5-Hidroxindol
acético, 5-HIAA

Figura 7. Biosintesis y metabolismo de la serotonina. La serotonina es
sintetizada a partir del aminoacido triptéfano. La degradacién de este
neurotransmisor consiste en la desaminacién de la cadena lateral por la
enzima monoamino oxidasa (MAO). Modificado de Nichols y Nichols,
2008.

1.6.1. Inervacion serotoninérgica del SNC

Los cuerpos celulares de las neuronas serotoninérgicas se localizan
mayoritariamente en los nudcleos del rafé (Figura 8). Desde un punto de vista
ontogénico hay nueve grupos de neuronas serotoninérgicas en la region del rafé:
B1 al B9 (Cooper y col., 2003; Hornung, 2010).

Los grupos del Bi1 al B4 son los mas caudales y contienen un numero
pequefio de células serotoninérgicas. Estos nucleos dan lugar a axones
serotoninérgicos con proyecciones dentro del tronco cerebral y la médula espinal. A
un nivel mas rostral existen grupos de células serotoninérgicas que constituyen los

nucleos del Bs al Bg (Cooper y col., 2003).
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El grupo mas grande de neuronas serotoninérgicas lo constituye el grupo B7
(rostral) que en conjunto con el grupo Bs (caudal) mas pequefio, conforman el
nucleo dorsal del rafe (NDR). Otro gran grupo de células serotoninérgicas lo
constituye el grupo Bs, que coincide con el ndcleo medial del rafe (NMR), al igual

gue el grupo Bs (Hornung, 2010).

Cingulo
Corteza cerebral

Cerebelo

Capsula
extemna

Nucleo '

caudado
Fornix
Stria.  strig.
med. g

Fasciculo longitudinal
medial

Figura 8. Distribucién esquematica de las principales vias de serotonina en
el SNC de la rata. B1 al B9 representan la ubicacion de los diferentes
nacleos que conforman el sistema del rafé. Stria. term., estria terminal;
Stria. med., estria medial; Haz medial del prosencéfalo (MFB, por sus
siglas en inglés). Modificado de Cooper y col., 2003.

Las proyecciones serotoninérgicas ascendentes inervan todo el cerebro
anterior y provienen de los cuerpos del NDR, NMR y el grupo Bg. EI NDR proyecta
de forma preferente a estructuras motoras (estriado, sutancia negra y corteza
frontal), mientras que el NMR inverva preferentemente a estructuras limbicas. A
excepcion del estriado y del hipocampo dorsal, todas las demas areas cerebrales
reciben aferencias de los dos nucleos, aunque en distinta proporcién (Cooper y col.,
2003).

Se ha demostrado mediante técnicas de autoradiografia y de

inmunocitoquimica que el hipocampo recibe una inervacion serotoninérgica
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relativamente densa (Descarries y col., 2010). Se ha encontrado inervaciéon
serotoninérgica en el subiculo, CA y DG de un total de 2.7x10° varicosidades por
mm?3, con una mayor proporcién en el subiculo seguida del CA (Oleskevich y
Descarries, 1990).

1.6.2. Receptores de serotonina

La serotonina junto con su familia de receptores es uno de los mas antiguos
mecanismos moleculares de comunicacion intercelular; se ha especulado que estos
receptores quizas aparecieron desde hace mas de 800 millones de afios (Mengod y
col., 2010).

La ultima clasificacion de la Unién Internacional de Farmacologia (IUPHAR)
distingue 7 clases de receptores 5-HT (5-HT1, 5-HT2, 5-HT3s, 5-HT4, 5-HTs, 5-HTe y
5-HT7), basandose en su diversidad estructural y en su principal sistema de
transduccion (Hoyer y col.,, 1994). Dentro de cada clase hay subtipos que
comparten propiedades estructurales y el mismo sistema efector, pero con perfiles
farmacoldgicos distintos. La mayoria de estos receptores pertenecen a la familia de
los receptores metabotropicos (se encuentran acoplados a proteinas G), a
excepcion de los receptores 5-HTs, los cuales son ionotrépicos (transmiten su sefial
por medio de un canal i6bnico) (Mengod y col., 2010; Berumen y col., 2012).

La 5-HT, al ser liberada por la neurona presinaptica en respuesta a un
potencial de accién, activa a los receptores postsinapticos. Los autoreceptores
presinapticos pueden responder a la presencia de 5-HT y regular su sintesis y
liberacién del axén presinaptico. Por otra parte, la 5-HT es removida del espacio
sinaptico por proteinas especializadas localizadas en la membrana presinéptica y
es transportada nuevamente al interior de la terminal presinaptica (Figura 9). La
union de la 5-HT al transportador de recaptura es un mecanismo de
retroalimentacion negativa. El trasportador de recaptura de serotonina (SERT) es el

encargado de remover la serotonina hacia la neurona presinaptica, donde sera
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empaquetada en vesiculas para evitar su degradacion (Mohammad-Zadeh y col
2008; Nichols y Nichols, 2008).

La unién de la serotonina al receptor postsinaptico conduce a la activacion
de la proteina heterotrimérica fijadora de GTP (proteina G), la cual estd compuesta

de una subunidad Ga y un dimero Gy (Figura 9). La subunidad Ga se clasifica en

cuatro clases: Gas, Gaio, Gag y Gaizias; cada una activa o inhibe una proteina
efectora, lo cual produce una respuesta diferente.
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Figura 9. Modelo de la sinapsis serotoninérgica. Se observa el proceso de

recaptura y liberaciéon de la serotonina. Modificado de Nichols y Nichols
2008.

Los receptores de serotonina se pueden clasificar de acuerdo a su
mecanismo de sefalizacion en: a) Receptor acoplado a Gag, b) Receptor acoplado

a Gain, c) Receptor acoplado a Gas y d) Receptor acoplado a canal idnico
dependiente de ligando (Nichols y Nichols, 2008).
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1.7. Elreceptor serotoninérgico 5-HTs

El receptor 5-HTe es uno de los 14 receptores de la 5-HT, que ha sido
clonado y caracterizado tanto en el humano (Kohen y col., 1996) como en la rata

(Monsma y col., 1993; Ruat y col., 1993) y en el raton (Kohen y col., 2001).

En 1993, dos equipos de investigadores independientes entre si, clonaron un
nuevo receptor de 5-HT en la rata que fue denominado 5-HTs. Ambos equipos
emplearon técnicas de biologia molecular en sus experimentos; a pesar de que sus
resultados fueron contradictorios, coincidieron en el hecho de que, una vez
transfectado en dos linajes celulares distintos, se producia un aumento en la
produccién de AMPc, tras la estimulacion con 5-HT (Monsma y col., 1993; Ruat y
col., 1993; Woolley y col., 2004). Mas tarde, fue re-secuenciado el gen que codifica
al receptor, empleando el mismo clon usado por Monsma y col. y se encontré un
polipéptido de 438 amino&cidos con un peso molecular de 46 kDa (Kohen y col.,
1996).

Asi mismo, el receptor 5-HTes de humano fue clonado (Kohen y col., 1996).
Este receptor es un polipéptido de 440 aminoacidos, cuya farmacologia y
distribucién es muy similar al receptor de rata. El mismo equipo clon6 mas tarde el
receptor 5-HTs de ratén, que es también un péptido de 440 aminoacidos con un
peso molecular de 47 kDa (Kohen y col., 2001; Woolley, 2004; Souza y Craig,
2010).

1.7.1. Caracteristicas estructurales
El receptor 5-HTes posee un extremo N-terminal extracelular relativamente
corto (27 aminoéacidos), un tercer bucle citoplasmatico (50 y 57 aminoacidos, en

rata y humano, respectivamente) y un extremo C-terminal largo (117 y 120

aminoacidos en rata y en humano, respectivamente). En estas dos Ultimas zonas
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existen varios residuos de serina y treonina que representan sitios potenciales de
fosforilaciébn por una proteina quinasa dependiente de AMPc o proteincinasa C
(Woolley y col., 2004). Actualmente se sabe que este receptor esta acoplado a una
proteina Gas por lo que activa a la adenilato ciclasa (AC) o a la fosfolipasa C
(Woolley y col., 2004; Mitchell y Neumaier, 2005; Fone, 2008) (Figura, 10).
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Figura 10. Representacién esquematica de la estructura tridimensional del
receptor 5-HTes. Modificado de Woolley y col., 2004.

1.7.2. Distribucioén de los receptores 5-HTs

Este receptor se localiza de manera exclusiva en el SNC, encontrandose una
mayor expresion en el cuerpo estriado, el nucleo accumbens, la corteza cerebral y
el tuberculo olfatorio, ademéas de estar presente en el hipocampo, el talamo, la

amigdala, el hipotalamo y el cerebelo (Woolley y col., 2004).
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Gerard y col. (1996) lesionaron de manera selectiva la inervaciéon del sistema
serotoninérgico empleando la toxina 5,7-dihidroxitriptamina; a pesar de la lesion, los
niveles de RNAm del receptor 5-HTs se mantuvieron intactos, lo que sugiere una

localizacion postsinaptica para el receptor 5-HTe.

1.7.3.  Vias de transduccion del receptor 5-HTs

Desde el descubrimiento del receptor 5-HTs se establecid su relacion con la
via de sefializacion de AMPc-CREB a través de la activacion de la proteina Gas
(Silva y col., 1998; Marcos y col., 2010), lo que provoca la sustitucion de GDP por
GTP en la subunidad a y se separa del complejo By. La subunidad Ga junto con el
GTP, activan a la AC, provocando la formaciéon de AMPc a partir del ATP. De esta

forma, se desencadena la via de sefializacion de AMPc (Figura 11).

Posteriormente, el AMPc activa a la proteinacinasa dependiente del AMP
ciclico (PKA), Al ser activada la PKA, ocurre la disociacion de su unidad reguladora
de la catabolizadora, permitiendo la traslocacién de la segunda al interior del
nacleo. Una vez al interior transfiere grupos fosfato para la activaciéon de factores
de transcripcibn como la proteina de union al elemento responsivo de AMPc
(CREB) que participa en la modulacion de la transcripcion de una gran variedad de
genes que contiene sitios sensibles a ella, denominados CRE (elementos

responsivos al AMPc) (Silva y col., 1998).

Por otra parte, se ha descrito la interaccion de la region —C terminal del
receptor 5-HTe con la tirosina cinasa fyn, a través de la cual se produce la
activacion de la via de la cinasa regulada extracelular (ERK, por sus siglas en
inglés) (Yuny col., 2007).

La cascada de ERK se inicia con la activacion de la proteina de union al GTP
monomerica, Ras, la cual activa a la MAP cinasa, Raf o Rap-1. Cuando se activa
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Raf, esta fosforila a la MAP cinasa extracelular del mitégeno (MEK, por sus siglas
en inglés), MEK a su vez fosforila a ERK 1 y 2 en los residuos de treonina y
tirosina. Una vez activado ERK, ejerce multiples efectos rio abajo, tales como la
expresion de genes, la sintesis de proteinas, entre otros (Figura 12). Es importante
mencionar que existen numerosos reguladores de la activacion de la via de ERK,
todos aquellos neurotransmisores cuyos receptores estan acoplados a AC o a PLC
(Sweatt, 2004).

& Canal
; Adenilato dependiente
Neurptransasor ciclasa de PO4 NEURONA POST-SINAPTICA

/////////////////////////////

nuclear

f‘éj: Gen codificante para tirosina hidroxilasa
=

DNA
Elemento de respuesta a AMPc (CRE) l transcripcién

dentro del niicleo

RNA

Figura 11. Via de transduccion AMPc-CREB. El neurotransmisor activa a la
proteina G, que a su vez activa a la enzima adenilato ciclasa (AC) la cual
induce la sintesis de AMPc, a través de ATP. El AMPc activa a la PKA que
al traslocarse en el nucleo activa a la proteina CREB, induciendo la
transcripcion de genes. Modificado de Silva y col., 1998.

Diversos estudios han concluido que ERK juega un papel importante en
varios tipos de LTP (Adams y Sweatt, 2002). Se ha demostrado que las ratas que
han sido entrenadas en el LAM tienen un aumento en los niveles de ERK 1y 2 en

el hipocampo (Marcos y col., 2010).
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Figura 12. Via de sefalizacion de ERK. Modificado de Sweatt, 2004.

1.7.4. Agonistas y antagonistas del receptor 5-HTe

Desde el descubrimiento del receptor 5-HTe fue necesaria la sintesis de
ligandos selectivos al receptor para poder investigar su mecanismo de acciéon. De
entre los primeros farmacos disefiados, se encuentran los antagonistas: Ro 04-
6790 y SB-271046. Sin embargo hoy en dia, existe una considerable cantidad de
antagonistas y agonistas del receptor 5-HTs.

Romero y col. (2006) evaluaron el comportamiento de dos nuevos ligandos
selectivos: E-6801 y E-6837. Estos investigadores compararon también el efecto de
estos nuevos componentes con el efecto producido por los antagonistas
previamente mencionados. Sus resultados confirmaron que tanto E-6801 como E-
6837 son agonistas parciales del receptor 5-HTs, ya que inducen la formacion de
AMPc y al usar forskolina dicha respuesta se ve aumentada. Por el contrario, al
emplear los farmacos Ro 04-6790 y SB-271046 se bloquea la formacion de AMPc
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y dicho efecto no se ve atenuado con la presencia de forskolina (Romero y col.,
2006).

1.7.5. Estudios con los agonistas y antagonistas del receptor 5-HTs

El estudio de este receptor ha despertado un gran interés debido a su
participacion en los procesos de aprendizaje y memoria (Mitchell y Neumaier, 2005;
King, 2008; Codony, 2011).

Los primeros estudios funcionales relacionaron la actividad de este receptor
con el sistema colinérgico, demostrando que los efectos observados sobre el
comportamiento al bloquear este receptor, ya sea con oligonucleétidos antisentido
0 mediante antagonistas selectivos 5-HTe estan mediados por cambios en la

neurotransmision colinérgica (Woolley y col., 2004).

Los antagonistas del receptor 5-HTs han mostrado mejorar la retencién (Ro
04-6790) y la adquisicién (SB-271046) de la informacion en diversos paradigmas de
aprendizaje, incluyendo el LAM (Wooley y col., 2001; Marcos y col., 2010). Sin
embargo, existen grupos de investigadores cuyos resultados no fueron consistentes
con los efectos previamente mencionados de los antagonistas Ro-046790 y SB-
271046 (Russel y Dias, 2002; Lindner y col., 2003).

Asi mismo, Kendall y col. (2011) evaluaron el efecto del agonista E-6801 del
receptor 5-HTs en la tarea de reconocimiento de objetos. Este farmaco mostré un
efecto facilitador dependiente de la dosis, sobre la retencion de la tarea. Ademas, al
emplear dosis sub-efectivas del agonista E-6801 en conjunto con el antagonista

SB-271046 se observaron efectos sinérgicos.

No obstante, se ha comprobado deterioro en la memoria instrumental al
haber una sobreexpresion del receptor 5-HTs en el estriado de rata (Mitchell y col.,

2007). Meneses y col. (2007) comprobaron que cuando se administra un
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antagonista del sistema colinérgico o un antagonista glutamatérgico (sistemas
relacionados con los procesos de memoria y aprendizaje), hay un aumento de la

densidad de expresion de estos receptores en areas hipocampales.

Por otra parte, se ha observado que algun factor derivado de la activaciéon
del eje HPA podria estar regulando el funcionamiento del receptor 5-HTs, ya que se
ha reportado un aumento en el RNAm de este receptor en el area CA1l del
hipocampo de ratas adrenalectomizadas (Yau y col., 1997; Marcos y col., 2008) y
una disminucion en la densidad de estos receptores en ratas que han sido
sometidas a la prueba de LAM (Marcos y col., 2010), sugiriendo que los efectos del
estrés en la consolidacion de la memoria involucran la participacion de los

receptores 5-HTs en estos procesos.

En experimentos realizados en nuestro laboratorio hemos observado cémo
la exposicibn a una situacion de estrés agudo puede facilitar o deteriorar la
memoria dependiendo del paradigma conductual empleado. En el caso de la tarea
de reconocimiento de objetos, la MLP se ve deteriorada por el nado forzado,
mientras que en la tarea de evitacion inhibitoria la memoria se ve facilitada. Asi
mismo, se ha reportado la reversion de estos cambios por medio de la
administracion sistémica de agonistas o antagonistas del receptor 5-HTe en el caso

del deterioro en la tarea de reconocimiento de objetos.
Estas evidencias nos motivaron a estudiar los efectos del estrés sobre la

consolidacion de la memoria espacial y la participacion del sistema serotoninérgico

a través de la manipulacién farmacolégica del receptor 5-HTe.
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2. HIPOTESIS

El estrés agudo inducido por nado forzado previo al aprendizaje espacial en el LAM
no afecta la adquisicibn. Sin embargo, el estrés provoca deterioro en la
consolidacion de la memoria espacial; este efecto es bloqueado por la

administracion intraperitoneal de agonistas y antagonistas del receptor 5-HTe.
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3. OBJETIVOS

3.1. General

Evaluar la participacién de los receptores 5-HTs en la consolidacion de la
memoria espacial de la tarea del LAM en ratas sometidas a estrés agudo con NF

antes del aprendizaje.

3.2. Especificos

e Determinar la influencia del estrés inducido por nado forzado sobre los

procesos de aprendizaje y memoria en la tarea espacial de LAM.

e Evaluar el efecto de dos farmacos agonistas del receptor 5-HTs (E-6801 y E-
6837) sobre la consolidacion de la memoria espacial en ratas control y

estresadas.
e Evaluar el efecto de dos farmacos antagonistas del receptor 5-HTes (RO 04-

6790 y SB-271046) sobre la consolidacion de la memoria espacial en ratas

control y estresadas.
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4. METODOLOGIA

Los experimentos fueron realizados en el laboratorio de Aprendizaje y
Memoria que es parte de las instalaciones del Instituto de Neurobiologia de la
Universidad Nacional Autonoma de México, ubicado en el Campus Juriquilla,

Querétaro.

El protocolo experimental fue aprobado por el Comité de Bioética del Instituto
de Neurobiologia, UNAM. Los procedimientos experimentales se realizaron acorde
a las regulaciones establecidas por “El Reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion de la Salud” de la Secretaria de Salud Publica y segun la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 en materia de “Especificaciones
técnicas para la produccién, cuidado y uso de animales de laboratorio” y de
acuerdo a las normas estipuladas en la “Guide for Care and Use Laboratory
Animals” del NIH (ILAR, 1996).

4.1. Materiales y métodos

4.1.1. Animales de experimentacion

Se utilizaron 100 ratas macho de la cepa Wistar de 250 a 300 gramos de
peso, obtenidas del bioterio del Instituto de Neurobiologia de la Universidad

Nacional Autbnoma de México, Campus Juriquilla.

Los animales se transportaron al bioterio del laboratorio de Aprendizaje y
Memoria, donde fueron colocados individualmente en cajas de acrilico
transparentes (24 cm x 21 cm x 45 cm). Se mantuvieron en el bioterio a + 22° C de
temperatura bajo condiciones controladas de luz-oscuridad (12h/12h) iniciando a
las 7:00 h y con acceso libre a alimento y agua. Una semana después de haber

llegado las ratas al bioterio se realizaron los experimentos. Cada sujeto fue
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asignado de manera aleatoria a uno de los diferentes grupos contemplados en el
protocolo. Todos los procedimientos experimentales se realizaron entre las 8:00 y

las 15:00 horas, durante los niveles mas bajos del ciclo de corticosterona de la rata.

4.1.2. Manipulacion

Transcurrida la primera semana de adaptacion a las condiciones del bioterio
del laboratorio de Memoria y Aprendizaje, se procedié con la manipulacion de los
animales de experimentacion. Este proceso consistio de tres sesiones con una
duracion de 2 a 4 minutos en la que se toma a cada una de las ratas y se le dan
suaves masajes en el dorso. El objetivo fue la disminucion del posible efecto que
genere la presencia del experimentador sobre la conducta de los animales.

4.1.3. Nado forzado

Se utilizé una versidon modificada del modelo de nado forzado (NF) de
Porsolt y col. (1978) para la generacion de estrés agudo en los sujetos de prueba.
El procedimiento consistié en colocar a cada rata en un tubo de acrilico de 45 cm
de altura y 20 cm de diametro, que se llena con agua a una temperatura de 25°C
(Figura 13). La duracién del ensayo fue de 15 minutos. Finalizado el ensayo, cada
rata fue secada y colocada en una caja de acrilico permitiéndosele descansar
aproximadamente 15 minutos. El agua del tubo se cambié cada dos ensayos. Los

sujetos fueron sometidos a NF 24 horas previas al aprendizaje.

Figura 13. Fotografia de una rata sometida al nado forzado (NF).
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4.1.4. Laberinto acuatico de Morris

Se utilizd el laberinto acuatico de Morris (LAM) para evaluar la memoria
espacial de las ratas (Morris, 1984). EI LAM consiste en un tanque circular de
plastico negro de 154 cm de didmetro, con una altura de 60 cm y una base de
metal que lo sostiene de una altura de 58 cm (Figura 14). El tanque fue llenado con
agua a una temperatura de 25°C £ 1°C para evitar la hipotermia que se adquiere al
nadar y los altos niveles de corticosterona que se han comprobado por Sandi y col.

(1997) en ratas que se someten al LAM con agua a una temperatura menor.
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Figura 14. Esquema del LAM con plataforma oculta.

El tanque se divide funcionalmente en cuatro cuadrantes de areas similares
a partir de la interseccion con los puntos cardinales; de estos puntos es donde el
roedor es liberado en cada ensayo del entrenamiento (Figura 15). Se colocaron
pistas visuales alrededor del laberinto con la finalidad de que sirvieran para la

orientacion de los animales.
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En medio de uno de los cuadrantes (cuadrante blanco) se colocé una
plataforma de escape cuadrada de acrilico negra (11.7 x 11.7 cm) que quedod
sumergida a 1 cm debajo del nivel del agua, misma que permanecié constante en
cada ensayo. Dicho lugar es denominado zona blanco o zona de escape. Los
roedores aprenden a localizar la plataforma oculta a lo largo de los ensayos

repetitivos.

El cuarto en el que se encuentra el tanque tiene una dimension de 236 cm x
225 cm x 242 cm y es sonoamortiguado. La iluminacion del cuarto de
experimentacion fue provista por lamparas equidistantes. En el techo del tanque se
encuentra una camara que registra la trayectoria del nado de la rata. Los
experimentos fueron registrados con el sistema computacional SMART 3.0
(SMART, San Diego Instruments).

Zona blanco/Escape Cuadrante
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Figura 15. Esquema que indica la numeracion de los puntos de salida en
la sesion de entrenamiento en el LAM con plataforma oculta.
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4.15. Sesion de entrenamiento

Se utilizé la version espacial del LAM, en la que la plataforma se mantiene

oculta en medio de uno de los cuadrantes.

La sesion de adquisicidn consistié en una Unica sesion para cada sujeto, con
un total de ocho ensayos. Cada ensayo tuvo un maximo de duracién de 60 s,
donde el animal fue colocado en el laberinto con el hocico apuntando hacia las
paredes de la tina para que busque la plataforma de escape. La numeracién
utilizada para los puntos de salida se indica en la Figura 15. Solo en el primer
ensayo, si la rata no encontraba la plataforma, fue guiada y colocada manualmente
por el experimentador en la plataforma, permaneciendo alli por 20 s. En los
siguientes ensayos la rata deberia encontrar por si misma la plataforma oculta, de
ser asi, se le permiti6 permanecer en la plataforma por 20 s con la finalidad de que
observara su entorno. Después de cada ensayo se retiré a la rata de la plataforma
o del agua y se le coloc6 en una caja de acrilico, permitiéndosele descansar
durante 30 s y posteriormente se inicio el siguiente ensayo.

La latencia de escape a la plataforma fue registrada y usada como una
medida para la adquisicion; este parametro fue dado por el andlisis del programa

computacional SMART, 3.0 (San Diego Instruments).

4.1.6. Administracion del farmaco

Para estudiar el proceso de consolidacién se inyecté solucién salina o el
farmaco via intraperitoneal inmediatamente después de finalizar la sesion de
entrenamiento por parte del sujeto. Se administré la dosis correspondiente a cada
sujeto del agonista (5 mg/kg), o del antagonista (10 mg/kg) del receptor 5-HTs, 0 en

caso de formar parte del grupo control el vehiculo (solucion salina).
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4.1.7. Farmacos agonistas del receptor 5-HTs

Se administrd a los sujetos por via intraperitoneal los farmacos agonistas del
receptor 5-HTs (Cuadro 1).

Cuadro 1. Farmacos agonistas del receptor 5-HTs

Farmaco Dosis
E-6801 (6-cloro-N-(3-(2-(dimetilamino)etil)-1H-indol-5- 5 mg/kg
ilJimidazo[2,1-b]tiazol-5-sulfonamida)

E-6837 (5-cloro-N-(3-(2-(dimetilamino) etil)-1H-indol-5- 5 mg/kg

il)naftaleno-2-sulfonamida)

Los farmacos fueron preparados justo antes de la sesién de entrenamiento
en el LAM. Los compuestos se disolvieron en solucion salina isoténica y se agrego
polietilenglicol como conjugante.

4.1.8. Farmacos antagonistas del receptor 5-HTe

Se administrd a los sujetos por via intraperitoneal los farmacos antagonistas
del receptor 5-HTe (Cuadro 2).

Cuadro 2. Farmacos antagonistas del receptor 5-HTs
Farmaco Dosis

SB-271046 (5-cloro-N-[4-metoxi-3-(1-piperazinil)fenil]-3- 10 mg/kg
metil-benzo[b]tiofeno-2-sulfonamida)
Ro 04-6790 4-Amino-N-[2,6-bis(metilamino)-4-p 10 mg/kg

irimidinil]-bencensulfonamida
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Los farmacos fueron preparados justo antes de la sesién de entrenamiento
en el LAM. Los compuestos se disolvieron en solucion salina isotdnica y se agregé

polietilenglicol como conjugante.

4.19. Prueba de transferencia a las 24 horas

La prueba de transferencia fue evaluada a las 24 horas después de la fase
de adquisicién. Esta prueba consistio en la colocacion del sujeto en el laberinto
acuatico durante 60 s, sin plataforma. Esta es una prueba de preferencia espacial
en la que si el animal aprendié nadara mas tiempo en el cuadrante blanco, es decir

donde previamente se situaba la plataforma.

Se cuantificé el tiempo que el sujeto nada en el cuadrante blanco, la latencia
de llegada a la zona blanco (zona donde previamente se encontraba la plataforma)
y la frecuencia de entradas a la zona blanco. Dichos pardmetros fueron usados
como una medida de la retencion y fueron dados por el analisis del programa
computacional SMART 3.0 (SMART, San Diego, Instruments).

4.2. Disefio Experimental

4.2.1. Experimento 1

El primer experimento se realizé con la finalidad de valorar la influencia del
estrés inducido por nado forzado (NF) sobre el aprendizaje y la memoria espacial.
Se formaron dos grupos de 10 sujetos cada uno. El primer grupo consistié en ratas
sin estrés (SE) y el segundo fue sometido a estrés por NF (Figura 16). Ambos
grupos fueron entrenados en el LAM. Al finalizar el entrenamiento, los animales
recibieron la administracién del vehiculo (solucién salina) por via intraperitoneal. La

prueba de transferencia se realizé a las 24 horas.
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4.2.2. Experimento 2

El segundo experimento sirvio para evaluar el efecto de dos agonistas (E-
6801 y E-6837) y dos antagonistas (Ro 04-6790 y SB-271046) del receptor 5-HTe
en ratas sin estrés (SE). Se formaron cuatro grupos, uno para cada tratamiento
(Figura 16). Todos los grupos fueron entrenados en el LAM. Al finalizar el
entrenamiento, se administré via intraperitoneal el agonista correspondiente a cada
grupo a una dosis de 5 mg/kg y en caso de formar parte de los grupos tratados con
los antagonistas la dosis fue de 10 mg/kg. La prueba de transferencia se realiz6 a

las 24 horas.

4.2.3. Experimento 3

El tercer experimento sirvio para evaluar el efecto de dos farmacos agonistas
(E-6801 y E-6837) y dos antagonistas (Ro 04-6790 y SB-271046) del receptor 5-
HTe en ratas sometidas a estrés por NF. Se formaron cuatro grupos, uno para cada
tratamiento (Figura 16). Todos los grupos fueron entrenados en el LAM. Al finalizar
el entrenamiento, se administré por via intraperitoneal el agonista correspondiente
a cada grupo a una dosis de 5 mg/kg y en caso de formar parte de los grupos
tratados con los antagonistas la dosis fue de 10 mg/kg. La prueba de transferencia
se realiz6 a las 24 horas.

4.3. Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados mediante pruebas de analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias de medidas repetidas para los datos del entrenamiento.
Cuando el caso lo permitié (si el ANOVA arrojo una p < 0.05), se realizaron pruebas

post hoc LSD de Fisher.
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Se realiz6 una ANOVA de dos vias de medidas repetidas para comparar los
parametros en la zona blanco y la zona opuesta de la prueba de retencion a las 24
h, de los grupos control SE y del control NF; en caso de encontrar diferencias

significativas, es decir una p < 0.05, se realizaron pruebas pos hoc LSD de Fisher.

Asi mismo, se realizé un ANOVA de una via para los parametros en la zona
blanco del dia de la prueba de retencion a las 24 h de los distintos tratamientos.
Cuando el caso lo permitié (si el andlisis arrojo una p < 0.05), se realizaron pruebas
post hoc LSD de Fisher. Cuando los datos no cumplieron la normalidad e igualdad
de varianzas, se realizaron pruebas no paramétricas (Kruskal-Wallis); en caso de
encontrar diferencias significativas, es decir una p < 0.05, se realiz6 la prueba post
hoc U de Mann-Whitney. Para la comparacion de cada grupo de manera

independiente, es decir la zona blanco contra la opuesta, se realizaron pruebas de

Wilcoxon.
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
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Figura 16. Diagrama de la distribucion de los sujetos en grupos: sin estrés
(SE) y con estrés inducido por nado forzado (NF).



5. RESULTADOS

5.1. Experimento 1

5.1.1. Sesién de entrenamiento

Con la finalidad de determinar si las ratas aprendieron la tarea de LAM, se
analizé la diferencia entre el tiempo de la latencia de escape (tiempo de llegada a la
plataforma oculta) registrada durante el ensayo 1 y cada uno de los ensayos
subsecuentes. Esta comparacién nos permite conocer el momento en el que los
sujetos disminuyen significativamente su latencia de escape lo cual representa un
cambio en la conducta. Cuando es observada tal disminucion, se infiere que la rata

aprendio la tarea.

Las latencias de escape durante los ocho ensayos del entrenamiento de los
grupos control sin estrés (SE) y control con nado forzado (NF), fueron analizadas
utilizando la prueba de ANOVA de dos vias con medidas repetidas [Factor A=
tratamientos (SE vs. NF); Factor B= ensayos (cada uno de los 8 ensayos)]. El
analisis de varianza arrojé diferencias significativas entre los grupos, lo que
demuestra que el estrés tiene un efecto en la adquisicidon de la tarea (F1, 126 = 4.772,;
p < 0.05). Los sujetos del grupo NF tardaron mas en aprender la tarea, ya que la
mayoria de las latencias de escape a la plataforma de este grupo son mayores que
las del grupo control SE. Por otra parte, la prueba mostré diferencias
estadisticamente significativas entre las latencias de escape de los ocho ensayos
del entrenamiento (F7, 126 = 13.457; p < 0.001). Sin embargo, no se encontraron
diferencias entre la interaccion del ensayo y los tratamientos (F7, 126 = 0.809; p =
0.582).

Al realizar la prueba post hoc LSD de Fisher se detectaron diferencias entre
las latencias de escape a lo largo de los ensayos. La comparacion de las latencias

de escape del ensayo 1 y del ensayo 8 del grupo control SE mostré diferencias
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significativas (p < 0.01); de igual forma la prueba arrojo diferencias significativas
entre el ensayo 1 y el ensayo 8 del grupo NF (p < 0.01) como se observa en la
Figura 17. Por otra parte, al analizar las latencias de escape del ensayo 8 de los
dos grupos, utilizando la prueba post hoc LSD de Fisher, se encontraron diferencias
significativas entre ellos (p < 0.05).
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Figura 17. Curvas de adquisicion de la tarea espacial del LAM para los
grupos control sin estrés (SE) y control con estrés inducido por nado
forzado (NF). Los datos se expresan como la media + error estandar de la
media (EEM). El * indica la diferencia significativa entre el ensayo 4 de los
grupos ** p < 0.05. Los ** indican la diferencia significativa entre el ensayo
1y el ensayo 8 del entrenamiento ** p < 0.01. El tamafio de los grupos fue
de n=10 ratas.

5.1.2. Prueba de retencién a las 24 horas

Con la finalidad de determinar si las ratas recordaron la tarea de LAM, se
realizo el andlisis de las latencias de llegada a la plataforma virtual (lugar donde se
encontraba previamente la plataforma), el tiempo de nado en el cuadrante blanco y
la frecuencia de entradas a la zona blanco. Cada paradmetro se analiz6 de manera
independiente y se compar6 contra la zona opuesta; si la rata recuerda la tarea
tendra menor latencia de llegada a la zona blanco asi como mayor tiempo de

permanencia y numero de entradas a la zona blanco. Para verificar esto, se realizd
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el andlisis de estos parametros utilizando la prueba de ANOVA de dos vias con
medidas repetidas [Factor A= tratamientos (SE vs. NF); Factor B= zonas (blanco vs.

opuesto)].

El andlisis de varianza del tiempo de llegada a la plataforma virtual, no
mostrd diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (F1, 18 =
1.796; p > 0.05); sin embargo, se encontraron diferencias en el factor de las zonas
(F1, 18 = 15.05; p < 0.05). Asimismo, se encontraron diferencias significativas en la

interaccion de los tratamientos y las zonas (F1, 18 = 4.889; p < 0.05).

Al aplicar la prueba post hoc LSD de Fisher se encontraron diferencias
significativas entre la zona blanco y la zona opuesta del grupo control SE (p < 0.01),
lo que sugiere que los animales recuerdan la tarea. Asimismo, la prueba arrojo
diferencias entre la zona opuesta del grupo control SE contra la zona opuesta del
grupo control NF (p < 0.01), el cual presenta una latencia de llegada a la zona
opuesta menor que el grupo control SE. Por otra parte, no se mostraron diferencias
significativas entre la zona blanco y la zona opuesta (p > 0.05) del grupo control NF,
lo que indica que éste grupo no recuerda la tarea (Figura 18 A).

El andlisis estadistico del tiempo de permanencia en el cuadrante blanco
contra el tiempo de permanencia en el cuadrante opuesto de los grupos control SE
y control NF no mostré diferencias significativas entre los tratamientos (Fi1, 18 =
0.932; p > 0.05) pero las hubo en el factor de las zonas (F1,18= 12.86; p < 0.01). Sin
embargo, no se encontraron diferencias en la interaccion del tratamiento y la zona
(F1,18=0.680; p > 0.05).

La prueba post hoc LSD de Fisher arrojé diferencias significativas entre el
cuadrante blanco y el opuesto del grupo control SE (p < 0.01). Por el contrario, la
prueba no mostré diferencias significativas entre el cuadrante blanco y el opuesto

del grupo control NF (p > 0.05), lo que sugiere que esté grupo no recuerda la tarea,
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ya que pasan tiempo de permanencia similar en la zona blanco y la zona opuesta
(Figura 18 B).
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Figura 18. Prueba de transferencia a las 24 horas de los grupos control SE y
control con NF. A) Latencia de llegada a la zona. B) Tiempo de permanencia
en el cuadrante. C) Frecuencia de entradas a la zona. Los ** indican la
diferencia significativa entre la zona blanco y la zona opuesto del grupo SE,
**p < 0.01. La letra a indica la diferencia entre la zona opuesto del grupo SE y
la zona opuesto del grupo NF a < 0.01. Los datos se expresan como la media
+ error estandar de la media. El tamafio de los grupos fue de n=10 ratas.

En lo que respecta al analisis de la frecuencia de entrada a la zona blanco
contra la frecuencia de entradas a la zona opuesta, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la zonas (F1, 18 = 11.419; p < 0.01). No
obstante, los resultados no mostraron diferencias significativas en el factor
tratamiento (F1, 18 = 0.000; p > 0.05). Asimismo, el analisis no mostré diferencias

entre la interaccion del tratamiento y la zona (F1,18 = 0.714; p > 0.05).

La prueba post hoc LSD de Fisher arroj6 diferencias estadisticamente
significativas entre la zona blanco y opuesta del grupo control SE (p < 0.01), el cual
muestra un mayor numero de entradas a la zona blanco, sugiriendo que las ratas
recuerdan la tarea. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas (p >

0.05) entre la zona blanco y la zona opuesta del grupo control NF (Figura 18 C).
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5.2. Experimento 2

5.2.1. Sesién de entrenamiento

Se realiz6 el analisis de las latencias de escape de los ocho ensayos en la
sesion de entrenamiento de los diferentes grupos sin estrés (SE) mediante un
ANOVA de dos vias con medidas repetidas [Factor A= tratamientos (control SE, E-
6801, E-6837, Ro 04-6790 y SB-271046); Factor B= ensayos (los 8 ensayos)]. Los
resultados no mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (F4, 204 = 1.165; p > 0.05), debido a que el tratamiento de cada grupo
fue administrado al finalizar la sesién de entrenamiento, es decir, ninglin grupo
estaba bajo la influencia de farmacos. Sin embargo, se encontraron diferencias
significativas al analizar las latencias de escape durante los ensayos (F7, 204 =
46.836, p < 0.001), lo que indica que los sujetos aprendieron la tarea ya que
disminuyd la latencia de escape a la plataforma durante los ensayos. Por otra parte,
el analisis no mostro diferencias significativas entre la interacciéon del tratamiento y

los ensayos (Fz2s, 204 = 0.952; p > 0.05).
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Figura 19. Curvas de adquisicion de la tarea espacial del LAM de los grupos
SE Los datos se expresan como la media + error estandar de la media. Los
** indican que el ensayo 1 es estadisticamente diferente del ensayo 8 ** p <
0.01.El tamafio de los grupos fue de n=9 0 10 ratas.
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Al realizar la prueba post hoc LSD de Fisher, se compar6 el ensayo 1 contra
el ensayo 8, mostrando diferencias significativas, sugiriendo que los sujetos de los
grupos (control SE, E-6801, E-6837, SB-271046 y Ro 04-6790) aprendieron la
tarea, ya que disminuyo la latencia de escape durante los ensayos (p < 0.001). Por
otra parte, al analizar las latencias de escape del ensayo 8 entre los distintos
grupos, utilizando la prueba post hoc LSD de Fisher, no se encontraron diferencias
significativas (p > 0.05), lo que indica que los grupos tuvieron el mismo nivel de

aprendizaje en el ultimo ensayo (Figura 19).

5.2.2. Prueba de retencién a las 24 horas

Con la finalidad de determinar el efecto de los farmacos agonistas y
antagonistas del receptor 5-HTe en la consolidacion de la memoria espacial, se
analizé la diferencia de la latencia de llegada a la plataforma virtual (lugar donde se
encontraba previamente la plataforma), el tiempo de permanencia y la frecuencia
de entradas a la zona blanco en la prueba de retencion de los distintos grupos que
recibieron tratamiento. Cada parametro se analiz6 de manera independiente y se
compard contra la zona opuesta; si la rata recuerda la tarea tendra menor latencia
de llegada a la zona blanco asi como mayor tiempo de permanencia y numero de
entradas a la zona blanco. Para verificar esto, se realizé el analisis de estos
parametros utilizando la prueba de ANOVA de dos vias con medidas repetidas
[Factor A= tratamientos (Control SE, E-6801, E-6837, Ro 04-6790 y SB-271046);

Factor B= zonas (blanco vs. opuesto)].

El analisis de varianza del tiempo de llegada a la plataforma virtual, no
mostré diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos (Fs, 42 =
1.296; p > 0.05); sin embargo se encontraron diferencias en el factor de las zonas
(F1, 42 = 13.266; p < 0.01). Por el contrario, no se encontraron diferencias
significativas en la interaccion de los tratamientos y las zonas (Fs, 42 = 1.789; p >
0.05).
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La prueba post hoc LSD de Fisher arrojo diferencias significativas entre la
zona blanco y la opuesta del grupo control SE (p < 0.01), asi como entre las zonas

del grupo que recibio el antagonista SB-271946 (p < 0.05) (Figura 20).
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Figura 20. Latencia de llegada a la plataforma virtual en la prueba de
retencion de los grupos SE que recibieron tratamiento con los agonistas y
antagonistas del receptor 5-HTe. Los ** indican que la latencia de llegada a
la zona blanco, es estadisticamente diferente de la latencia a la zona
opuesta del grupo control SE ** p < 0.01. El * indica que la latencia a la
zona blanco, es estadisticamente diferente de la latencia de llegada a la
zona opuesta del grupo SB-271046 * p < 0.05. Los datos se expresan
como la media * error estandar de la media. El tamafio de los grupos fue
de n=9 6 10 ratas.

El andlisis estadistico mediante un ANOVA de dos vias con medidas
repetidas, del tiempo de permanencia en el cuadrante blanco contra el tiempo de
permanencia en el cuadrante opuesto no mostré diferencias significativas entre los
tratamientos (Fs4, 42 = 0.317; p > 0.05), mientras que si las hubo en el factor de las
zonas (F1, 42 = 13.533; p < 0.01). Sin embargo, no se encontraron diferencias en la

interaccién del tratamiento y la zona (Fas, 42 = 1.339; p > 0.05).
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Figura 21. A) Tiempo de permanencia en el cuadrante blanco en la
prueba de retencién a las 24 h de los grupos SE y que recibieron
tratamiento con los farmacos agonistas y antagonistas del receptor 5-
HTe. B) Frecuencia de entradas a la zona blanco en la prueba de
retencidén. Los datos se expresan como la media + error estandar de la
media. Los ** indican la diferencia entre la zona blanco y la opuesta de
los grupos control SE y SB-27046 **p < 0.01; * **p < 0.05. El tamafio de
los grupos fue de n=9 6 10 sujetos.

Al realizar la prueba post hoc LSD de Fisher, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre el tiempo de permanencia en la zona blanco y
el tiempo de permanencia en la zona opuesta de los grupos control SE (p < 0.01) y

el grupo que recibio el antagonista SB-271046 (p < 0.01) (Figura 21 A).

43



Por otra parte, el andlisis de la frecuencia de entradas a la zona blanco y a la
zona opuesta durante la prueba de retencion, utilizando un ANOVA de dos vias de
medidas de medidas repetidos, no mostrd0 diferencias estadisticamente
significativas entre el tratamiento de los grupos SE (Fs 42 = 0.690; p > 0.05),
mientras que las hubo en el factor de las zonas (F1, 42 = 6.50; p < 0.01). Asimismo
no se encontraron diferencias en la interaccion del tratamiento y la zona (F4, 42 =
1.947; p > 0.05).

La prueba post hoc LSD de Fisher arrojo diferencias estadisticamente
significativas entre el nUmero de entradas a la zona blanco y a la zona opuesta del
grupo control SE (p < 0.01), asi como del grupo que recibié el antagonista SB-
271046 (p < 0.05) (Figura 21 B).

5.3. Experimento 3

5.3.1. Sesién de entrenamiento

Se analizaron las latencias de escape obtenidas durante los ocho ensayos
de la sesién de entrenamiento de los distintos grupos que fueron sometidos a
estrés agudo inducido por NF, mediante una prueba de ANOVA de dos vias de
medidas repetidas [Factor A= tratamiento (control NF, E-6801, E-6837, Ro 04-6790
y SB-271046); Factor B= ensayo (los 8 ensayos)].

El andlisis no mostro diferencias significativas entre los tratamientos (F4, 315 =
0.830, p > 0.05), lo cual es el resultado esperado, ya que los tratamientos fueron
administrados una vez finalizada la sesion de entrenamiento. Sin embargo, se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los ensayos (F7, 315 =
50.790, p < 0.001). Por otra parte, no se observaron diferencias significativas entre

la interaccion de los tratamientos y los ensayos (Fzs, 315 = 1.130; p > 0.05).
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Al realizar la prueba post hoc LSD de Fisher, se compard la latencia de
escape de todos los grupos sometidos a NF, en el ensayo 1 con la latencia del
ensayo 8, encontrandose diferencias significativas (p < 0.001), sugiriendo que todos
los grupos aprendieron la tarea al disminuir la latencia de escape durante los

ensayos (Figura 22).
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Figura 22. Curvas de adquisicién de la tarea espacial del LAM de los
grupos que fueron sometidos a nado forzado (NF). Los datos se expresan
como la media * error estandar de la media. Los ** indican que el ensayo
1 es estadisticamente diferente del ensayo 8 ** p < 0.001. El tamafio de
los grupos fue de n= 10 ratas.

Por otra parte, al realizar el analisis de las latencias de escape del ensayo 8
con la prueba LSD de Fisher, se encontr6 que no hubo diferencias significativas (p
> 0.05) entre los grupos, esto demuestra que tuvieron el mismo nivel de aprendizaje

en el ultimo ensayo.

5.3.2.  Prueba de retencion a las 24 horas

Con la finalidad de determinar el efecto de los farmacos agonistas y

antagonistas del receptor 5-HTs en la consolidacion de la memoria espacial de
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ratas estresadas, se analizo la latencia de llegada a la plataforma virtual (lugar
donde se encontraba previamente la plataforma), el tiempo de permanencia y la
frecuencia de entradas a la zona blanco en la prueba de retencion. Cada parametro
se analiz6 de manera independiente y se comparo6 contra la zona opuesta; si la rata
recuerda la tarea tendrd menor latencia de llegada a la zona blanco asi como

mayor tiempo de permanencia y numero de entradas a la zona blanco.

Se analizaron de las latencias de llegada a la plataforma virtual (lugar donde
se encontraba previamente la plataforma) de los distintos grupos (control NF, E-
6801, E-6837, SB-271046 y Ro 04-6790) utilizando el analisis de varianzas de
Kruskal-Wallis, esto debido a que los datos no cumplen homogeneidad de
varianzas. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la latencia
de llegada a la zona blanco (Hs = 10.711; p < 0.05) entre los tratamientos. Al
realizar las comparaciones entre pares de grupos, empleando la prueba U de
Mann-Whitney, se encontraron diferencias significativas entre el grupo control NF y
el grupo que recibié el agonista E-6801 (p < 0.05), cuya latencia de llegada a la
plataforma virtual fue mayor, es decir, tarda mas tiempo en llegar a la plataforma.

Sin embargo, al analizar las latencias de llegada a la zona opuesto de los
grupos mediante una prueba de Kruskal-Wallis, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (H4= 3.093; p > 0.05).

Al realizar la prueba de Wilcoxon, para evaluar la latencia de llegada a la
zona blanco contra la latencia de llegada a la zona opuesta de cada grupo, se
encontraron Unicamente diferencias significativas entre las zonas del grupo que
recibi6 el agonista E-6801 (p < 0.05), sin embargo como se menciond
anteriormente, presenta una latencia de llegada mayor a la zona blanco. El resto de
los grupos no presenta diferencias significativas entre la zona blanco y la opuesta,

lo que sugiere que no recuerdan la tarea (Figura 23).
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Figura 23. Latencia de llegada a la zona blanco en la prueba de retencién a
las 24 h de los grupos que fueron sometidos a NF y recibieron tratamiento
con los agonistas y antagonistas del receptor 5-HTs. El * indica que el
grupo E-6801 es estadisticamente diferente de los demas grupos en la
zona blanco * p < 0.05. El # indica la diferencia entre la zona blanco y la
opuesta del grupo E-6801 # p < 0.05. Los datos se expresan como la media
+ error estandar de la media. El tamafio de los grupos fue de n= 10 ratas.

Asimismo el andlisis del tiempo de permanencia en el cuadrante blanco
durante la prueba de retencion se realizé mediante una prueba de Kruskal-Wallis,
debido a la desigualdad de varianzas, sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre los tratamientos (Ha = 5.474; p > 0.05). Posteriormente, se
realiz6 la prueba de Wilcoxon con el fin de evaluar el tiempo de permanencia en la
zona blanco contra el tiempo en la zona opuesto de cada grupo, lo que mostréd
diferencias estadisticamente significativas en el grupo que recibié el antagonista
SB-271046 (p < 0.05) (Figura 24 A).

Por otra parte, se realizé el andlisis de la frecuencia de entradas a la zona
blanco y a la zona opuesto mediante un ANOVA de dos vias con medidas repetidas
[Factor A= tratamientos (Control NF, E-6801, E-6837, Ro 04-6790 y SB-271046);
Factor B= zonas (blanco vs. opuesto)]. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos (Fs, 45 = 2.207, p > 0.05). Sin

embargo, el analisis mostré diferencias significativas entre la zonas (F1,45=5.977; p
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< 0.05), mientras que no las hubo en la interaccidn del tratamiento y las zonas (Fa,
45=1.483, p > 0.05).

La prueba post hoc LSD de Fisher arrojo diferencias significativas entre el
namero de entradas a la zona blanco del grupo control NF y el grupo E-6801 (p <
0.05). De igual forma el grupo E-6801 mostr6 diferencias significativas con el grupo
E-6837 (p < 0.05) y el Ro 04-6790 (p < 0.05), en la zona blanco (Figura 24 B).
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Figura 24. A) Tiempo de permanencia en el cuadrante blanco en la prueba
de retencion de los grupos sometidos a nado forzado (NF), que recibieron
tratamiento con los agonistas y antagonistas del receptor 5-HTes. El *
indican la diferencia significativa del grupo E-6801 con los grupos control
NF, E-6837 y Ro 04-6790 *p < 0.01. B) Frecuencia de entradas a la zona
blanco. Los datos se expresan como la media + error estandar de la
media. El tamafio de los grupos fue de 10 sujetos.
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6. DISCUSION

Los hallazgos del primer experimento apoyan la propuesta de muchos
grupos de investigadores que afirman que los glucocorticoides participan en el
aprendizaje y la memoria (Roozendal, 2002; Sandi, 2003). El primer experimento
consistié en determinar la influencia del estrés agudo inducido por NF sobre los
procesos de aprendizaje y memoria en una tarea espacial del LAM con plataforma
oculta. Los resultados mostraron diferencias significativas entre los grupos control
SE y control NF durante la sesion de entrenamiento, indicando que los sujetos del
grupo control NF tardan mas en aprender la tarea del LAM. Con respecto a la
retencion, el grupo control NF presentd deterioro, ya que no mostré diferencias
estadisticamente significativas entre la latencia de llegada, el nimero de entradas y
el tiempo de nado en la zona blanco y en la opuesta del LAM. Una explicacion de
estos resultados es el hecho de que el estrés se aplicO 24 h antes del
entrenamiento de los animales, lo cual se ve apoyado con la hipétesis propuesta
por Joels y col. (2006), en la que se argumenta que el estrés solo facilita el
aprendizaje cuando es experimentado durante o0 muy cercano a la experiencia. De
esta manera, las hormonas y neurotransmisores liberados en respuesta al estrés
ejercen sus acciones en las mismas estructuras que son activadas por la situaciéon

gue es aprendida.

Existen reportes que indican que el estrés agudo previo al entrenamiento
deteriora los procesos de adquisicién y retencion de la tarea espacial de LAM,
estos efectos se han relacionado con la facilitacion de LTD en el hipocampo (Xiong
y col., 2003). Otro ejemplo, es el trabajo de Diamond y col. (2006), quienes
realizaron un estudio en el que encontraron deterioro en la MLP en ratas que fueron

expuestas durante 30 min al depredador antes del aprendizaje.

Se ha reportado que el pico mas alto de CORT es observado a los 10 min

durante el NF y que los niveles basales de CORT son alcanzados después de 2 h
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de haber comenzado el NF (B4ez y Volosin, 1993). Resultados preliminares de
nuestro laboratorio indican que los niveles de CORT durante la tarea de LAM, asi
como en el modelo de NF no muestran diferencias significativas. Lo que nos indica
gue el estrés inducido por NF al que son sometidas las ratas, no difiere del que

experimentan durante el entrenamiento en el LAM.

En el experimento 2 del presente trabajo, se administr6 a grupos
independientes de ratas SE los agonistas y los antagonistas del receptor 5-HTs, con
la finalidad de evaluar el efecto de estos farmacos en la consolidacién de una tarea
espacial. Los resultados obtenidos mostraron que los agonistas E-6801 y E-6837 y
el antagonista Ro 04-6790, producen deterioro sobre la consolidaciéon de la
memoria espacial de las ratas SE. No obstante, las dosis utilizadas en el presente
trabajo han sido reportadas como las éptimas para producir efectos facilitadores en
otras tareas (Marcos y col., 2008; Briones-Aranda y col., 2010; Kendall y col., 2011,
Woods y col., 2012).

Sin embargo, existen grupos de investigadores que no encontraron los
efectos facilitadores de los antagonistas Ro 04-6790 y SB-271046 (Russell y Dias,
2002; Lindner y col.,, 2003). Al parecer, las discrepancias en los resultados
dependen crucialmente de la tarea utilizada, asi como de la fase de la formacién de

la memoria en la que se administran los tratamientos (Woods y col., 2012).

Por el contrario, el antagonista SB-271046 no deterioro la consolidacion de la
memoria, lo que fue consiste en todos parametros evaluados. Sin embargo, no se
observd un efecto facilitador de este farmaco. Lo anterior se podria explicar con
base en el trabajo de Marcos y col. (2010), quienes encontraron disminucion de los
receptores 5-HTs en el hipocampo de ratas que han sido entrenadas en el LAM.
Asimismo, reportaron un incremento en los niveles de CREB en ratas que fueron
entrenadas en el LAM o aquellas que fueron tratadas con el antagonista SB-271046
sin entrenamiento. Sin embargo, dicho efecto no fue observado cuando se

entrenaron y se administro el tratamiento del antagonista en el mismo grupo.
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Debido a la relaciéon que se ha reportado entre el receptor 5-HTe con el eje
HPA, el principal objetivo de esta tesis fue elucidar el papel de este receptor en la
consolidacion de la memoria espacial en el LAM de ratas estresadas, a través de la
administracion sistémica de agonistas y antagonistas selectivos al receptor 5-HTe.
Dado el deterioro en la retencion de la tarea espacial del LAM en el grupo control
NF se planteo el tercer experimento, en el que se esperaria que el efecto del NF

fuera bloqueado por los farmacos agonistas y antagonistas del receptor 5-HTe.

Los resultados obtenidos en la prueba de retencién de los sujetos sometidos
a estrés mediante NF y que recibieron la administracion sistémica de los farmacos,
mostraron diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de llegada a la
plataforma virtual del grupo que fue tratado con el farmaco agonista E-6801, el cual
presento una latencia de llegada mayor, es decir tarda mas en llegar a la
plataforma virtual. Asimismo, dicho grupo mostré6 menor frecuencia de entradas a la
zona blanco, lo que sugiere que este agonista produce deterioro en la

consolidacion de la informacién de ratas que fueron sometidas a NF.

En estudios previos, se reporté que el agonista E-6801 tiene la capacidad de
incrementar la activacion de la enzima AC (Romero y col., 2006). Sin embargo, este
efecto no se observo en animales entrenados en el LAM y tratados a su vez con
este farmaco (Marcos y col, 2010). Lo que permite suponer que bajo dichas
condiciones no se estan activando las cascadas bioquimicas que se han visto

implicadas en la formacion de la MLP.

Se encontré que el antagonista SB-271046 bloquea el deterioro producido
por el NF sobre la consolidacion de la memoria espacial, sin embargo este
resultado no fue consistente en todos los parametros que se evaluaron en la
prueba de retencion. Lo anterior podria estar relacionado con el efecto

antinociceptivo que se ha atribuido a este farmaco (Finn y col., 2007).
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Los resultados obtenidos con los farmacos agonistas y antagonistas del
receptor 5-HTs no concuerdan con hallazgos encontrados anteriormente en nuestro
laboratorio, en los que la administracion sistémica de farmacos agonistas y
antagonistas del receptor 5-HTs bloquean el efecto del NF sobre la consolidacion en

la tarea de reconocimiento de objetos (Briones-Aranda y col., 2011).
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7. CONCLUSIONES

El estrés agudo inducido por NF produce modificaciones en el proceso de
adquisicion y en la consolidacion de la memoria, lo cual se refleja en el aumento
significativo de las latencias de escape en el entrenamiento de la tarea espacial del
LAM.

Los agonistas E-6801 y E-6837 del receptor 5-HTs producen deterioro sobre

la consolidaciéon de la memoria espacial en ratas SE.

El antagonista Ro 04-6790 del receptor 5-HTs produce deterioro sobre la

consolidacion de la memoria espacial en ratas SE.
El deterioro en la consolidacién de la tarea de ratas sometidas a estrés
agudo mediante NF, no fue bloqueado por la administracion sistémica de los

farmacos agonistas y antagonistas del receptor 5-HTe.

El agonista E-6801 a una dosis de 5mg/kg produce deterioro en la

consolidacion de la memoria espacial de ratas estresadas mediante NF.
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