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Lo mejor para la tristeza — contesté Merlin — es aprender algo. Es lo Unico que no
falla nunca. Puedes envejecer y sentir toda tu anatomia temblorosa; puedes permanecer
durante horas por la noche escuchando el desorden de tus venas; puedes echar de
menos a tu Unico amor; puedes ver al mundo a tu alrededor devastado por locos
perversos; o saber que tu honor es pisoteado por las cloacas de mentes inferiores.
Entonces solo hay una cosa posible: aprender. Aprender por qué se mueve el mundo y
lo que hace que se mueva. Es lo Unico que la inteligencia no puede agotar, ni alienar,
que nunca la torturard, que nunca le inspirara miedo ni desconfianza y que nunca

sofiara con lamentar, de lo que nunca se arrepentira.

Terence H. White (1906-1964)






CAPITULO 1: INTRODUCCION

La depresion representa uno de los trastornos psiquiatricos de mayor prevalencia,
afectando a alrededor de 340 millones de personas en todo el mundo. En el 2002 el
4.5% de todos los trastornos de salud que disminuyen la calidad de vida de las personas
fueron atribuidos a la depresion unipolar (OMS, 2004). Es la causa principal de
discapacidad en la region europea. Se espera que la depresion unipolar se convierta en
la segunda causa en orden de importancia de carga de enfermedad en el 2020,
atribuyéndose el 5.7%, inmediatamente después de la enfermedad coronaria isquémica.
Esto significa que la depresion unipolar por si sola es responsable de la tercera parte de
toda la discapacidad a nivel mundial causada por condiciones neuropsiquiatricas, y por

tanto, se convierte en el trastorno mental mas importante que afrontar.

Los farmacos antidepresivos y las formas breves y estructuradas de psicoterapia son
efectivos hasta en un 80% de los casos detectados en atencion primaria. De entre los
antidepresivos utilizados se sefiala el clasico amitriptilina como farmaco de primera
eleccion en el tratamiento de depresiones graves (Barbui y cols., 2004) a pesar de sus
numerosos efectos secundarios. Estos efectos secundarios son: ganancia de peso y
somnolencia atribuidos a la acciéon antihistaminérgica sobre el receptor H; de la
amitriptilina; estrefiimiento, déficits cognitivos, vision borrosa y somnolencia atribuidos
a su accidon anticolinérgica y mareos, disminuciéon de la presidon sanguinea y
somnolencia atribuidos a su accidon como antagonista adrenérgico alfa. Mientras que su
accion terapéutica como antidepresivo es atribuida a la inhibicién de la recaptacion de
serotonina y de noradrenalina (Stahl, 1999; Richelson, 1987). Entre los efectos
cognitivos, son muy relevantes los efectos deteriorantes de la amitriptilina sobre la
memoria tanto en seres humanos (Thompson, 1991; Amado-Bocara y cols., 1995;
Riedel y Van Praag, 1995) como en animales (Yamaguchi y cols., 1995; Kumar y
Kulkarni, 1996).

La prueba de evitacion inhibitoria (o pasiva) ha sido muy utilizada para estudiar los
efectos de diferentes sustancias sobre la memoria en la experimentacion animal con

roedores (Gold, 1986), y es también la prueba elegida para la realizacion de la presente
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tesis. En ella el animal debe inhibir su natural conducta de cruzar al compartimento
oscuro para evitar recibir un shock eléctrico. Presenta grandes ventajas a la hora de
estudiar el efecto de los farmacos sobre la memoria porque se aprende en un solo
ensayo, con lo que se puede saber sobre qué fase del aprendizaje se esta incidiendo en
funcién del momento en que se administra el firmaco (Bammer, 1982; Bures y cols.,

1983).

En estudios anteriores realizados por el equipo investigador se observo que la
administracion aguda de 7.5, 15 y 30 mg/kg de amitriptilina tras la adquisicion bloqued
la consolidacién de la evitacion inhibitoria en ratones machos, y en las hembras lo hizo
en las dosis de 7.5 y 30 mg/kg (Everss y cols., 1999; Parra y cols., 2002). Asimismo la
administracion aguda y crénica de 30 mg/kg de amitriptilina produjo un deterioro en la
prueba de evitacion inhibitoria tanto en ratones machos como en hembras (Everss y
cols., 2005) que no puede ser atribuida a aprendizaje dependiente de estado (Arenas y
cols., 2006). Cominmente el deterioro cognitivo producido por la amitriptilina es
asumido como un efecto secundario atribuido a su accion sobre el sistema colinérgico.
Sin embargo la hipotesis colinérgica del aprendizaje es una vision demasiado
reduccionista. En los procesos de aprendizaje y memoria se encuentran interactuando
varios sistemas de neurotransmision, incluyendo el dopaminérgico, serotonérgico e
histaminérgico (Bacciottini y cols., 2001). En el grupo investigador se planteé que, dado
que la amitriptilina actua también sobre diversos sistemas de neurotransmision, quizas
en el deterioro observado en el aprendizaje estuvieran implicados otros sistemas de
neurotransmision. De esta manera se inicid6 una linea de investigacion dirigida a
averiguar el papel de cada uno de estos sistemas en la accion deteriorante de la

amitriptilina sobre la memoria.

Concretamente en este trabajo se estudia la contribucion del sistema histaminérgico.
Se hipotetiza que los efectos deteriorantes de la amitriptilina sobre el aprendizaje no son
atribuibles Unicamente a su accion sobre el sistema colinérgico, sino que pueden ser
también el resultado de su accidén antihistaminérgica. La literatura ofrece numerosos
estudios que atribuyen al sistema histaminérgico tanto un papel favorecedor (Bacciottini
y cols, 2001; Philippu y Prast, 2001; Pasanni y Blandina, 2004) como deteriorante
(Rubio y cols., 2001; Eidi y cols., 2003) del aprendizaje.
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Tras esta introduccion, en el Capitulo 2, se describen los tratamientos farmacologicos
existentes para la depresion, analizando sus posibles mecanismos de accion y los efectos
secundarios que acompafian a su administracion, haciendo especial hincapié¢ en el

antidepresivo objeto de nuestro estudio: la amitriptilina.

Una revision de los diferentes tipos de aprendizaje y memoria y sus bases biologicas
se encuentra en el Capitulo 3. En ¢él se destaca el importante papel del hipocampo como
estructura anatomica fuertemente implicada en los procesos de aprendizaje y memoria,
y se revisan las intervenciones de los distintos neurotransmisores en estos procesos. En
este capitulo también se describe con mas profundidad la prueba con la que se realiza el

presente estudio: el condicionamiento de evitacion inhibitoria.

En el Capitulo 4 se describe la relacion existente entre la depresion y/o los farmacos
antidepresivos con posibles deterioros en la memoria. Tras la revision teorica, en el
Capitulo 5 se describen los objetivos e hipotesis de los experimentos que nos permitiran
estudiar la influencia del sistema histaminérgico en los efectos deteriorantes del

antidepresivo amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria.

En el Capitulo 6 del presente trabajo se describen los experimentos realizados, asi

como los resultados obtenidos:

- En primer lugar se encuentran los experimentos realizados para determinar
algunos parametros a seguir en los posteriores. En el Experimento 1 se
administraron 30 mg/kg de amitriptilina después de la adquisicion de la
evitacion inhibitoria y se utilizaron diferentes intensidades de shock eléctrico
durante el condicionamiento (0.2 y 0.4 mA). En el Experimento 2 se estudi6 el
efecto de la amitriptilina (30 mg/kg) administrada tanto antes como después de
la adquisicion de la prueba de evitacion inhibitoria y la ejecucion en el laberinto
en cruz elevado. Posteriormente se estudid el efecto de la administracion de
diferentes dosis de amitriptilina (5, 10 y 20 mg/kg) y una de L-histidina antes de

la adquisicion (Experimento 3).

- En segundo lugar se describen los experimentos cuya finalidad es estudiar los
efectos del precursor de la histamina, L-histidina, sobre el deterioro en el

aprendizaje de evitaciéon inhibitoria producido por la amitriptilina. En el

11
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Experimento 4 se administraron diferentes dosis (250, 500 y 1000 mg/kg) de L-
histidina para finalmente administrarla junto con amitriptilina (2.5 y 10 mg/kg)

en el Experimento 5.

- En un tercer grupo se encuentran los experimentos realizados para estudiar los
efectos de la pirilamina (antagonista del receptor H; de la histamina). Debido a
que el farmaco es administrado antes de la fase de adquisicion y habiéndose
descrito en la literatura efectos sedantes (Meltzer, 2005) y efectos locomotores
tras la administracion de antihistaminérgicos (Easton y cols., 2004), en el
Experimento 6 se estudian los efectos que pueda tener la pirilamina (5 y 20
mg/kg) sobre la actividad locomotora. En el Experimento 7 se estudian los
efectos de este farmaco (5, 10 y 20 mg/kg) sobre la prueba de evitacion
inhibitoria, para finalmente administrarla junto con el antidepresivo objeto de

nuestro estudio, la amitriptilina (2.5, 5 y 10 mg/kg), en el Experimento 8.

- En el Experimento 9 se estudia el efecto en el aprendizaje de evitacion
inhibitoria de una dosis baja de amitriptilina (2.5 mg/kg) administrada junto con
15 mg/kg de fluoxetina (farmaco cuyo principal efecto es una inhibicion de la

recaptacion de serotonina) para observar sus efectos sobre el aprendizaje.

En el Capitulo 7 se encuentra la discusion general sobre los resultados obtenidos en
los experimentos, y las conclusiones estan detalladas en el Capitulo 8. En el capitulo

restante se citan las referencias incluidas en el presente trabajo.
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CAPITULO 2: FARMACOS ANTIDEPRESIVOS

2.1- INTRODUCCION

2.1.1- CLASIFICACION, CURSO Y
ETIOLOGIA DE LA DEPRESION:

El suicidio constituye una de las tres causas
principales de muerte en personas entre los 15y
los 44 aios, cifras que no incluyen los intentos de
suicidio, unas veinte veces mas frecuentes

(Mishara B, 2006). Pero no solo el suicidio

requiere atencion, como una de las consecuencias

de la depresion. Los sintomas de la depresion

provocan un malestar clinicamente significativo, deterioro social, laboral o de otras
areas importantes de la actividad del individuo (DSM-IV-TR). La importancia del
estudio de la depresion y de los farmacos utilizados en su tratamiento, los
antidepresivos, se comprende también al conocer la gran prevalencia de este trastorno
entre la poblacion. El riesgo para este trastorno a lo largo de la vida en las muestras de
poblacion general varia entre el 10-25 % para las mujeres, y entre 5-12 % para los
varones. La prevalencia puntual (porcentaje de personas que sufren una enfermedad con
respecto al total de la poblacion) del trastorno en adultos en muestras de la poblacion
general varian entre el 5-9 % para las mujeres y entre 2-3 % para los varones. Las tasas
de prevalencia para el trastorno depresivo mayor no parecen estar relacionadas con la

raza, el nivel de estudios o de ingresos econémicos, ni con el estado civil (APA, 2003).

La depresion es un trastorno comun, que puede estar afectando a 340 millones de
personas alrededor del mundo. La morbilidad es comparable a la de la angina de pecho
y a la de la enfermedad coronaria avanzada. Existe una alta mortalidad debida al
suicidio: se calcula la pérdida de 850.000 vidas al afio debido a este trastorno (OMS,
2004). Estas cifras podrian disminuir con la administracion de tratamiento a personas
afectadas con este trastorno que permanecen sin tratar y con una adecuada prevencion

de la conducta suicida en atencion primaria (OMS, 2004; Vuorilehto y cols., 2006).
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Las mujeres presentan, en comparacion con los hombres, una mayor probabilidad de
desarrollar episodios de depresion mayor en algin momento de su vida (se da el doble
de frecuencia en mujeres que en hombres). Este aumento del riesgo se instaura durante
la adolescencia y puede coincidir con el inicio de la pubertad (DSM-IV-TR). Hay
estudios que revelan una mayor predisposicion a sufrir el trastorno o una mayor
sensibilidad a los sintomas del mismo durante la menopausia (Schmidt, 2005), el
embarazo y periodo posparto (Ryan y cols., 2005) y durante la fase premenstrual
(Backstrom y cols., 2003). Se ha propuesto que los mecanismos a través de los que
actiia el sistema serotonérgico difieran entre hombres y mujeres de una manera
dependiente de la edad, explicando de esta manera por qué las mujeres jovenes

responden mejor al tratamiento con antidepresivos ISRS (Staley y cols., 2006).

El primer antidepresivo, imipramina, se descubri6 en 1958. Durante los siguientes 23
afios, aparecieron gran cantidad de antidepresivos ciclicos, asi como inhibidores de la
MAO. Los antidepresivos ciclicos y los IMAOs dominaron el tratamiento de la
depresion durante todos estos afios, hasta la introduccion en el mercado de los
inhibidores selectivos de la recaptacion de 5S-HT (ISRS). La trazodona, sintetizada en
1981, fue el primer antidepresivo especificamente centrado en el sistema serotonérgico.
La introduccion de la fluoxetina en 1988 introdujo una nueva era en la farmacologia de
la depresion, seguida por la aparicion de otros antidepresivos. Todos ellos han mostrado
eficacia en el tratamiento de la depresion (Broquet, 1999). Cumpliendo los requisitos de
seguridad y eficacia, se dispone en la actualidad de 19 antidepresivos para el tratamiento

de la depresion (CPS, 2004).

Segun la Direccion General de Farmacia y Productos Sanitarios de la Generalitat
Valenciana, s6lo en esta comunidad se consumieron en el afio 2005 antidepresivos por
valor de 64.293.749 euros (2.341.723 recetas), de los cuales 301.284 euros (170.685

recetas) correspondieron a amitriptilina.
CLASIFICACION DE LAS DEPRESIONES:

Se han realizado diferentes clasificaciones de las depresiones, entre las que
encontramos las referenciadas por Vallejo (2005): depresion endogena y depresion

reactiva, depresion psicética y neurotica, bipolar y unipolar, la propuesta por el Codigo
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Internacional de la clasificacion de las Enfermedades (CIE-10: OMS, 1992) y
finalmente la propuesta por la American Psychiatric Association (APA, 2003) en el

DSM-IV-TR. Resumimos a continuacion cada una de las clasificaciones.
Depresiones Enddgenas (Psicéticas) / Reactivas (Neuroticas):

Los términos enddgeno y reactivo (o exodgeno) hacen referencia a la ausencia o
presencia respectivamente de factores ambientales precipitantes (propuestos por
Moebius, 1893). Los términos psicotico y neurdtico estan referidos a la presencia o no
de un trastorno depresivo grave con ideas delirantes, alucinaciones y falta de contacto
con la realidad (propuestos por Buzzard, 1930). Pero ni el adjetivo psicotico-neurdtico
ni el de enddgeno-reactivo delimitan unos tipos definidos de depresion, ya que hay un
cierto numero de estos trastornos que no pueden clasificarse en estas categorias. En la
Fig. 2.1.1. se presentan las principales diferencias entre depresion endogena y reactiva.
El sindrome denominado endogeno se caracteriza por personalidad premorbida, tristeza
profunda y persistente, despertar precoz, pérdida de peso, variaciones diurnas y
estacionales del humor (mejorias por las tardes y recaidas en primavera y otofio), fases
depresivas anteriores, inhibicién psicomotriz, e ideas deliroides de ruina, de culpa e
hipocondriacas, curso fasico y prondstico favorable, con respuesta satisfactoria a las
terapias bioldgicas (farmacos antidepresivos, electrochoques o terapia electro-

convulsiva, TEC).

El denominado reactivo (también Ilamado exogeno, situacional, neurético o
psicogeno) esta caracterizado por rasgos neurdticos de personalidad, ansiedad,
agravacion de los sintomas por la tarde, variaciones de un dia a otro, curso prolongado
no estacional, pronostico mas desfavorable, con respuesta mas pobre a la terapia

farmacolédgica y mucho mas sensible a la psicoterapia.
Depresiones Bipolares / Unipolares:

Leonhard en 1957 propuso la existencia de dos depresiones enddgenas diferentes, las
bipolares y las unipolares. En las depresiones bipolares existe una alternancia entre
periodos melancdlicos y periodos maniacos o hipomaniacos. En las unipolares se

presentan varias fases melancoélicas sin episodios maniacos o hipomaniacos.
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Depresion endogena

Depresion reactiva

Etiopatogenia

Inicio

Curso

Afectividad basica
Ritmo diurno
Suefio

Psicomotricidad

Ideas deliroides
Suicidio

Historia familiar de
trastorno afectivo

Analisis estructural

Anomalias biologicas

Terapia

Hipomania
tras el consumo

de farmacos

Herencia

Factores constitucionales

Personalidad sana o melancolica

Brusco (primavera-otofio)
Fasico

Tristeza vital

Mejoria vespertina
Despertar precoz

Inhibicion-agitacion

Posibles
Posible

Frecuente

Ruptura biografica

Falta de contacto y respuesta
afectiva

Frecuentes

Respuesta positiva a la TEC y
Antidepresivos triciclicos

(Psicoterapia inoperante)

Posible

Trastornos de desarrollo

afectivo

Variable

Continuo (fluctuaciones)
Tristeza-ansiedad
Empeoramiento vespertino
Insomnio inicial

Ausencia de trastornos
importantes

Ausentes

Excepcional

Rara

Continuidad biografica

Busqueda del contacto

Ausentes

Respuesta relativa a los
Antidepresivos (superior a los
IMAO) y negativa a la TEC
Psicoterapia indicada

Ausente

Fig. 2.1.1. Diferencias entre depresion endogena y reactiva (tomado de Vallejo, 2005).
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Los estudios genéticos muestran un mayor riesgo de morbilidad en los pacientes
bipolares. Los trastornos bipolares tienden a iniciarse mds tempranamente, van
asociados con mas problemas matrimoniales y los pacientes alcanzan un nivel mayor de
formacion académica que los unipolares. En cuanto a personalidad, los pacientes
unipolares son mas cercanos a las personalidades neurdticas, mientras que los bipolares,
una vez recuperados del trastorno, no presentan rasgos patoldgicos de personalidad.
También hay diferencias a nivel fisioldgico: los bipolares muestran una menor

excrecion a nivel renal de esteroides y un menor acortamiento de la fase REM.
CIE-10 (OMS, 1992):

Establece en la seccion de trastornos del humor (afectivos) siete apartados: episodio
maniaco, trastorno bipolar, episodio depresivo, trastorno depresivo recurrente,
trastornos del humor persistentes, otros trastornos del humor y sin especificacion. La
base de la clasificacion se establece en funcion de los grupos clasicos de trastornos
bipolares y depresiones no bipolares, bajo la posibilidad de episodios Unicos o
recurrentes. También valora para subclasificar la intensidad (leve, moderado, grave) y la

presencia o ausencia de sintomas psicoticos.
Clasificacion DSM-IV-TR (APA, 2003):

En el DSM-IV-TR encontramos que los trastornos del estado de animo estan
divididos en trastornos depresivos (depresion unipolar), trastornos bipolares y dos
trastornos basados en la etiologia: trastorno del estado de d&nimo debido a enfermedad
médica y trastorno del estado de 4nimo inducido por sustancias. Los trastornos
depresivos (trastorno depresivo mayor, trastorno distimico y trastorno depresivo no
especificado) se distinguen de los bipolares por el hecho de no haber historia previa de
episodio maniaco (periodo durante el cual el estado de animo es anormal y

persistentemente elevado, expansivo o irritable), mixto o hipomaniaco.

Los trastornos bipolares (trastorno bipolar I, trastorno bipolar II, trastorno
ciclotimico y trastorno bipolar no especificado) implican la presencia o historia previa
de episodios maniacos, mixtos o hipomaniacos, y van normalmente acompanados por la

presencia (o historia) de episodios depresivos mayores.
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Basandonos en los criterios propuestos por el DSM-IV-TR se define un Trastorno
Depresivo Mayor de episodio tnico como la presencia de un Unico episodio depresivo
mayor que no se explica mejor por la presencia de un trastorno esquizoafectivo y no
esta superpuesto a una esquizofrenia, un trastorno esquizofreniforme, un trastorno
delirante o un trastorno psicético no especificado. Asimismo nunca debe haber tenido
antes un episodio maniaco, mixto o hipomaniaco. El Episodio Depresivo Mayor se

define como:

A- Presencia de cinco o mas de los siguientes sintomas durante un periodo de dos
semanas, que representan un cambio respecto a la actividad previa; uno de los
sintomas debe ser (1) estado de d&nimo depresivo o (2) pérdida de interés o de la

capacidad para el placer.

(1)  estado de animo depresivo la mayor parte del dia, casi cada dia segun lo
indica el propio sujeto o la observacion realizada por otros.

(2)  disminucién acusada del interés o la capacidad para el placer en casi
todas las actividades, la mayor parte del dia, casi cada dia (segliin refiere el
propio sujeto u observan los demas).

(3) pérdida importante de peso sin hacer régimen o aumento de peso (un
cambio del 5% del peso corporal en un mes), o pérdida o aumento del apetito
casi cada dia.

(4)  insomnio o hipersomnia casi cada dia.

(5) agitacion o enlentecimiento psicomotores casi cada dia (observable por
los demas).

(6)  fatiga o pérdida de energia casi cada dia.

(7)  sentimientos de inutilidad o de culpa excesivos o inapropiados (que
pueden ser delirantes) casi cada dia.

(8)  disminucidon de la capacidad para pensar o concentrarse, o indecision,
casi cada dia (ya sea una atribucion subjetiva u observacion ajena)

(9)  pensamientos recurrentes de muerte (no s6lo temor a la muerte), ideacion
suicida recurrente sin un plan especifico o una tentativa de suicidio o un plan
especifico para suicidarse.

B- Los sintomas no cumplen los criterios para un episodio mixto.
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C- Los sintomas provocan malestar clinicamente significativo o deterioro social,
laboral o de otras areas importantes de la actividad del individuo.

D- Los sintomas no son debidos a los efectos fisioldgicos directos de una sustancia
(droga, medicamento) o una enfermedad médica (hipotiroidismo...).

E- Los sintomas no se explican mejor por la presencia de un duelo, persisten
durante més de 2 meses o se caracterizan por una acusada incapacidad funcional,
preocupaciones moérbidas de inutilidad, ideacion suicida, sintomas psicoticos o

enlentecimiento psicomotor.

CURSO LONGITUDINAL DE LA DEPRESION:

Segtin el DSM-IV-TR el trastorno depresivo mayor puede empezar a cualquier edad,
y la edad promedio de inicio son los 35 afios, aunque la edad de inicio estd
disminuyendo entre las personas mas jovenes. Es importante tener en cuenta que el
curso del trastorno tendrd peor o mejor pronéstico en funciéon de los factores de

personalidad (Mulder y cols., 2006).

En el caso de ser recidivante, algunas personas tienen episodios aislados separados
por muchos afios sin sintomas depresivos, en tanto que otras tienen episodios agrupados
e incluso tienen mds episodios a medida que se hacen mayores. Los periodos de
remision duran mas en las fases tempranas del trastorno. El nimero de episodios previos
es predictor de las posibilidades de presentar un episodio posterior. Aproximadamente
al menos un 60% de los sujetos con un trastorno depresivo mayor, episodio unico,
tienen un segundo episodio. Los que han tenido un segundo episodio tienen un 70 % de
posibilidades de tener un tercero, y éstos a su vez tienen un 90% de posibilidades de
tener un cuarto. Incluso un ligero bajo estado de animo experimentado por una persona
con historia previa de depresion, puede reinstaurar algunas caracteristicas cognitivas

observadas en la depresion misma (Segal y cols., 2006).

Los episodios depresivos mayores pueden desaparecer completamente
(aproximadamente en dos terceras partes de los casos) y no hacerlo o hacerlo solo
parcialmente (aproximadamente en un tercio de los casos). Los sujetos que presentan
so0lo una remision parcial tienen mas posibilidades de presentar otros episodios y de
continuar con el patron de recuperacion parcial interepisddica. Después de un afio del

diagnostico de este trastorno, el 40% de los sujetos presenta atn el trastorno, el 20 %
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sigue teniendo algunos sintomas que ya no cumplen para un episodio depresivo mayor y

un 40% no presenta trastorno del estado de &nimo.

El relativamente nuevo concepto de remision ha llevado a la comunidad psiquidtrica
a tomar el trastorno depresivo mayor como una condicidn crénica similar a la diabetes o
la hipertension. El principal objetivo del tratamiento es la remision (estar bien), frente al

de obtener respuesta (estar mejor) (Thase, 2003; Keller, 2004).

Se plantea incluso el mantenimiento de terapia farmacologica en aquellos casos en
los que se observe un riesgo alto de depresion recurrente: pacientes que hayan tenido
tres o mas episodios, dos episodios en tres afios o uno en el que haya habido intento de

suicidio (Montgomery y cols., 2001).
ETIOLOGIA DE LA DEPRESION:

Desde que comenzo el estudio de este trastorno se han propuesto numerosos modelos

y teorias de la depresion buscando las causas que lo precipitan:
Teorias biolégicamente fundadas:

Segun ellas, la depresion estd causada por una disfuncidon neuroquimica, bien por
neurotransmisores especificos o por factores neuroendocrinos. La mayor evidencia de
que tales factores biologicos pueden mantener la depresion procede de estudios sobre
los efectos de los tratamientos con medicacion antidepresiva, aunque no se conocen con
exactitud las causas de estos efectos (Ebmeier, 2006). Mas adelante nos detendremos en

estas bases bioldgicas de la depresion.
Teorias conductuales simples:

Incluyen las propuestas por Ferster (1973), Seligman (1973), Lewinsohn (1974) y
Rehm (1977). Ferster propuso que la depresion se puede producir por la extincion de
diversas conductas no depresivas en funcion de cambios ambientales como una baja tasa
de refuerzo o una alta tasa de castigo. Seligman planteo la hipotesis de que la depresion
sigue a la exposicion del sujeto a consecuencias no relacionadas con las conductas que
les precedieron (paradigma de la indefension aprendida), teoria que ha generado gran

cantidad de investigacion con modelos animales. Lewinsohn sostenia que la depresion
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es precipitada por un déficit en las habilidades sociales y un decremento en el refuerzo

social. Rehm propuso que la depresion es un déficit en las habilidades de autorrefuerzo.
Teorias cognitivo-conductuales:

Entre éstas destacan las de Beck (1967) y Seligman (1978). Beck sostiene que la
depresion esta provocada por una serie de distorsiones cognitivas vagamente definidas,
relacionadas con la vision negativa de uno mismo, del mundo y del futuro. Seligman
también habla de estas distorsiones cognitivas pero en términos de falsas atribuciones
sobre las causas de los acontecimientos negativos experimentados, que son atribuidos a

factores internos, estables y globales.

Podria también hablarse en este apartado de una disfuncidon consistente en una
“sobrevaloracion emocional” de la realidad imaginada. La actividad mental (sean
suefios o afioranzas, sean deseados o temidos) adquiere demasiada importancia sobre lo
que es real y de ahi se derivan comportamientos que pueden tener consecuencias muy
graves para el bienestar del individuo, como la evitacion de la realidad en lugar de
aceptarla e intervenir en ella. Los mecanismos emocionales son activados en exceso por
las imagenes del mundo irreal que creamos en nuestro cerebro y, con bastante
frecuencia, el resultado de esta activacion es una clara interferencia con lo que sucede
en el mundo real que no provoca sino frustracion, sufrimiento, estrés créonico (Simon,
2003). Si logramos que las emociones no nos encadenen a los productos virtuales de la
mente (el recuerdo y la fantasia), podriamos aprovechar las enormes posibilidades de la
imaginacion sin caer en las trampas afectivas que ésta normalmente nos tiende (Simoén,

2002).
Teoria del conductismo paradigmatico de la depresion:

Esta teoria sostiene que los factores causales hipotéticos de la depresion son de tipo
biologico, ambiental, y variables de personalidad (como habilidades sociales,
autorrefuerzos, atribuciones). Cada uno de estos factores tendrd mayor o menor
importancia en la etiologia o mantenimiento de la depresion en funcion de la historia
clinica presentada por el paciente. En cuanto al tratamiento de la depresion, la
psicoterapia es utilizada en la depresion leve, mientras que para la depresion moderada

o severa se utilizan los antidepresivos, solos o en combinacidon con psicoterapia (Rupke
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y cols., 2006). Se han propuesto terapias alternativas que también pueden ser efectivas:
la privaciéon de suefio (Kuhs y Tolle, 1991), la fototerapia (Fritzsche y cols., 2001), el
ejercicio fisico (Babyak y cols., 2000), la terapia electroconvulsiva (Fink, 2001),
estimulacion del nervio vago (Walsh y Kling, 2004; Nahas y cols., 2005) o el consumo
de una planta medicinal denominada hipérico (Viana y cols., 2005). Otra propuesta
aplicable a mujeres con depresion posparto es la administracion de estradiol (Ahokas y

cols., 2001).

Segun Ebmeier y cols. (2006) los antidepresivos contintan siendo la principal terapia
de la depresion, a pesar de recientes prejuicios entre la sociedad que han desconcertado
a la profesion médica (miedo a convertirse en adictos a los farmacos o a que los mismos
antidepresivos puedan conducir al suicidio). La mayoria de pacientes los prefieren por
su efectividad y su rapida disponibilidad. Para optimizar el efecto antidepresivo se
proponen alternativas a la administracion oral de los antidepresivos, como pueden ser
los sistemas implantados de liberacion del mismo o la iontoforesis (Kilts, 2003). Sin
olvidar la etiologia multifactorial de la depresion, en el proximo apartado nos

centraremos en el estudio de las bases biologicas de la depresion.
2.1.2- BASES BIOLOGICAS DE LA DEPRESION

GENETICA

No hay duda de que los factores genéticos tienen un papel importante en la etiologia
de la depresion. La heredabilidad ha sido estimada en estudios de gemelos como del 31-
42 %, aunque es importante tener presente que la depresion es un trastorno complejo,
que no esta causado Uinicamente por factores genéticos ni por factores ambientales, sino

por la combinacion de ambos (Sullivan y cols., 2000).

Las correlaciones genéticas entre hombres y mujeres sugieren que en los dos sexos
estan actuando los mismos factores genéticos (Bolinskey y cols., 2004). Sin embargo,
aunque la depresion es igualmente heredable en ambos, hay diferencias en el riesgo a
padecerla que permanecen aun sin explicar (Kendler y Prescott, 1999). Segiin Kendler y
cols. (20006) las similitudes en la etiologia de la depresion en hombres y en mujeres
tienen mayor peso que las diferencias que se puedan observar. A pesar de que se

proponen algunos genes involucrados en la depresion (Ebmeier y cols. 2006), a pesar de
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conocer la secuencia de letras que componen el gran libro de la vida que es el ADN,
queda interpretar y comprender dicha informacion, saber la localizaciéon y relevancia de
cada uno de los genes asi como sus implicaciones exactas en el diagndstico de las

enfermedades y en la terapéutica personalizada de cada individuo (Grisolia, 1997).

HIPOTESIS CENTRADAS EN ALTERACIONES EN LOS NIVELES
SINAPTICOS DE NEUROTRANSMISORES:

En la mayoria de las sinapsis la transmision de informacion de una neurona a otra
requiere un transmisor quimico que se propaga a través del espacio sindptico y se une a
moléculas receptoras de la membrana postsinaptica (neurotransmisores). En la Figura

2.1.2 podemos ver algunos transmisores sinapticos.

Estas hipdtesis proponen que la depresion es debida a una alteracion en los niveles
sindpticos de uno o varios de estos neurotransmisores. Concretamente hablaremos de
noradrenalina (NA), serotonina (5-HT), acetilcolina (ACh), dopamina (DA), acido
gamma-aminobutirico (GABA) y glutamato. La principal prueba del papel de la
mayoria de estos neurotransmisores en la depresion consiste en que los farmacos que

producen mejoria (antidepresivos), varian su neurotransmision (Stahl, 1998).
Hipdtesis noradrenérgica de la depresién

Fue propuesta por Schidkraut en 1965. En los afios 60 se defendia que los trastornos
depresivos serian el resultado de un déficit central de NA (Ban, 2006). El que los
antidepresivos que producen un aumento de esta catecolamina tengan efectos
antidepresivos es la prueba principal de que la deficiencia de este neurotransmisor esta

relacionada con la depresion.

El deterioro del sistema noradrenérgico del locus coeruleus que se produce en la
depresion puede afectar a los procesos de atencion, memoria, concentracion, vigilancia
y suefio (Ressler, 1999). Las interacciones entre el sistema inmune, endocrino y
noradrenérgico son evidentes, asi como en aquellos afectados por el stress (Leonard,

2001).
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Familia y subfamilia Transmisores y candidatos a transmisores
Aminas
Aminas cuaternarias Acetilcolina (Ach)
Monoaminas Catecolaminas
Noradrenalina (NA)
Adrenalina (epinefrina)
Dopamina (DA)
Indolaminas
Serotonina (5-hidroxitriptamina: 5-HT)
Melatonina
Aminoacidos Acido gamma-aminobutirico (GABA) (inhibitorio)

Glutamato (excitatorio)

Glicina
Histamina
Neuropéptidos
Péptidos opiaceos Encefalinas

Met-encefalina

Leu-encefalina
Endorfinas

B-endorfina
Dinorfinas

Dinorfina A

Hormonas peptidicas Oxitocina

Sustancia P
Colecistoquinina (CCK)
Vasopresina
Neuropéptido Y (NPY)
Hormonas liberadoras

hipotalamicas

Fig. 2.1.2 Algunos transmisores sinapticos y familias de transmisores. Tomado de Rosenzweig y cols.,

2001.
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Hipotesis indolaminica

Fue propuesta por Coppen en 1965. Es una de las mas importantes y propugna un
déficit de 5-HT como causante de la depresion. En los afos 70 se dieron cuenta de que
los inhibidores selectivos de la recaptacion de NA pasaban a ser preferentemente
inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT por halogenacion (Ban, 2006). De
hecho, se le atribuye un rol multifuncional en la depresion: hay evidencias clinicas y
experimentales de que la 5-HT se encuentra involucrada en la regulacién del humor,
suefo, vigilancia, memoria y aprendizaje, alimentacion y conducta sexual de pacientes
con depresion grave (Leonard, 1996). El hecho de que los antidepresivos que producen
un aumento de 5-HT produzcan a su vez mejorias en la depresion avala esta hipotesis.
En el siguiente apartado del capitulo veremos qué antidepresivos inciden sobre estos dos

neurotransmisores, la NA y la 5-HT.

Hay evidencia de una interaccion entre la NA y la 5-HT (De Montigny y cols., 1995;
Frazer, 1997). La activacion de los alfal y alfa2-adrenoceptores incrementa y disminuye
respectivamente la activacion de neuronas serotonérgicas en el rafe dorsal. Sin embargo,

se desconocen los mecanismos a traves de los cuales se produce (Mongeau, 1997).
Hipotesis colinérgica

Janowsky y Risch, en 1972, sugirieron que la actividad colinérgica podria
desempeifiar un papel en la etiologia de los trastornos afectivos. Segiin su hipdtesis, la
depresion seria consecuencia de una dominancia colinérgica central, mientras que la
mania resultaria de una sobreactivacion del sistema simpético. Sus estudios mostraron
que en individuos normales los agonistas colinérgicos causaban disforia, mientras que

los anticolinérgicos tenian efectos opuestos (Leonard, 1995).
Hipotesis dopaminérgica

Menos repercusion ha tenido la hipotesis propuesta por Randrup en 1975 sobre la
intervencion de la DA en el desarrollo de la depresion. Randrup propuso una disfuncion
dopaminérgica en la mania y la depresion (midiendo sus metabolitos, el acido
homovanilico y el acido dihidroxifenilacético), de forma que la primera estaria asociada
a una hiperactividad dopaminérgica y la segunda a un descenso de DA central

(Janowsky y cols., 1988). Posteriores estudios relacionaron también DA y depresion
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(Ebert y cols., 1996). También se ha sugerido que la accion de la DA esté mediatizada

por neuronas serotonérgicas y noradrenérgicas (Tassin, 1994).
Papel de los receptores GABA

La conexion entre los receptores GABAp y la accion de los antidepresivos se
propuso hace mas de veinte afos. De hecho, en recientes revisiones sobre estos
receptores y su relacion con efectos terapéuticos (Song y Leonard, 2005; Bowery, 2006)
se describe que ratones a los que les faltan las subunidades B1 o B2 muestran un
comportamiento alterado tanto en conductas relacionadas con ansiedad como con

depresion.
Papel del glutamato en la depresion

Recientemente se ha atribuido una gran importancia al NMDA (N-metil-D-
aspartato), un receptor del glutamato, en la depresion. Tanto los estudios preclinicos
como los clinicos indican que los compuestos que son antidepresivos producen una

reduccion en la transmision glutamatérgica (Skolnick, 1999; Song y Leonard, 2005).
HIPOTESIS DE LA ADAPTACION DE LOS RECEPTORES:

De todas maneras, no estd claro que el simple bloqueo de la recaptacion de
neurotransmisores producida por los antidepresivos sea la causa de la mejoria clinica
observada en los pacientes, ya que mientras que el bloqueo de la recaptacion se produce

inmediatamente, los efectos clinicos tardan semanas en aparecer (Allain y cols., 1995).

Siever y Davis (1985) formularon una perspectiva mas amplia: la actividad de los
sistemas de neurotransmisores en los trastornos afectivos estd mas relacionado con un
fallo en su mecanismo de regulacién que en un simple aumento o disminuciéon de su
actividad. Ellos proponen un fallo en el mecanismo regulador de la NA, que se vuelve
inadaptado a las necesidades ambientales (hora del dia, estimulos externos e incluso

propias acciones).

Seglin la hipdtesis de la adaptacion receptorial, el retraso de los efectos terapéuticos
de los tratamientos con antidepresivos es debida a cambios adaptativos dependientes del

tiempo en los receptores de los neurotransmisores (Leonard, 1995). La depresion seria
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consecuencia de la expresion desmesurada de los receptores y los antidepresivos
actuarian regulando a la baja esos receptores (en nimero o en sensibilidad) al aumentar
la disponibilidad sindptica de neurotransmisor. Estudios clinicos con tejidos post
mortem y pruebas neuroendocrinas confirman que los antidepresivos regulan a la baja

los receptores 5-HT ;o y 5-HT; (Stahl, 1994).

De todos modos se observa que se solapan algunos de los efectos del sistema
serotonérgico y del noradrenérgico y que los patrones comportamentales observados en
la depresion pueden reflejar la interaccion entre estos dos sistemas (Blier, 2003),
teniendo las neuronas serotonérgicas un efecto inhibitorio en las neuronas
noradrenérgicas. Quizas las alteraciones en estos dos sistemas en la depresion estén
moduladas por un tercero que, a su vez, también medie los sintomas de la depresion

(Fava 2003; Delgado, 2004).
HIPOTESIS ENDOCRINA:

Estd demostrado que la depresion y el eje hipotalamico-pituitario-adrenocortical
(HPA) estan relacionados (Holsboer, 2001; Thase, 2003; Muller y cols., 2004).
Desoérdenes en este eje incrementarian la secrecion hipotalamica del factor liberador de
la corticotropina (CRH) que conllevaria la liberacion de hormona adrenocorticotropa
(ACTH) por parte de la hipofisis que a su vez estimula la liberacion de corticosteroides
por parte de la corteza suprarrenal. En pacientes con depresion se observa
frecuentemente hipercortisolemia (Checkley, 1996; LeDoux, 1999). Esta anormalidad
puede ser vista como una variante exagerada de la respuesta normal de los mamiferos

ante situaciones de estrés fuerte (Thase, 2003).

Ademas, hay estudios que muestran un deterioro funcional de los receptores de
corticoesteroides en muchos pacientes con depresion e incluso en personas sanas con un
riesgo genético para el trastorno depresivo. La administracion de antagonistas de estos
receptores podria ser un tratamiento adecuado para la depresion y trastornos de ansiedad
(Holsboer, 1999; Holsboer, 2001). Se esta investigando la utilizacion de agonistas
esteroideos, estradiol y agentes antiglucocorticoideos como posibles potenciadores de

los efectos de farmacos antidepresivos (DeBattista, 2006).
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El test de supresion de la dexametasona se basa en este mal funcionamiento de los
receptores de glucocorticoides para diagnosticar depresion. Los receptores de
glucocorticoides hipotalamicos fallan al no frenar la secreciéon de cortisol tras la
administracion de 1 mg de dexametasona (glucocorticoide sintético muy similar al
cortisol). Si se administran conjuntamente antidepresivos este test permite estudiar la
eficacia de los mismos (Leonard, 1996). La liberacion de la hormona CRH es
estimulada por la NA y la ACh. Por esta razén, se infiere que la CRH y el sistema
noradrenérgico se refuerzan entre si (Owens y Nemeroff, 1994). Por otro lado, la
fisostigmina (agonista colinérgico) se ha observado que incrementa los niveles
plasmaticos de cortisol y adrenalina, lo que muestra una relacion entre este eje y los

neurotransmisores NA y ACh (Leonard, 1995).

De hecho, bajo circunstancias normales, el sistema noradrenérgico puede actuar
sobre la respuesta al estrés del eje HPA, cosa que no ocurre en sujetos con depresion,
cuyo eje HPA parece ser independiente de la influencia noradrenérgica (Young y cols.,
2005). Los cambios en los sistemas de neurotransmision producidos por la exposicion a
un estrés prolongado pueden contribuir a desarrollar trastornos como la depresion

(Flugge y cols., 2004).

Por otro lado se ha sugerido que las hormonas corticosteroides producen una
hipoactividad a largo plazo de los receptores de glucocorticoides en las células
inmunolégicas y en regiones limbicas del cerebro, relacionadas con la hipersecrecion de
citoquinas proinflamatorias. De esta manera se eliminan respuestas inmunoldgicas
inhibiendo la proliferacion de unos linfocitos y ocasionando la muerte de otros, lo que
involucra a este eje HPA en el deterioro del sistema inmune y en el incremento de la
susceptibilidad del paciente a enfermedades infecciosas e incluso céncer (Leonard,
2000; Leonard y Son, 2002). Las citoquinas proinflamatorias, como la IL-6, pueden
alterar los neurotransmisores en multiples regiones del cerebro, debido a que esta ultima
contribuye a reducir la disponibilidad de L-triptofano (Hill y cols., 1988), disminuyendo
asi la disponibilidad de 5-HT en el SNC.

Los receptores de citoquinas se expresan en neuronas del SNC, lo que genera la
posibilidad de que las citoquinas funcionen como neurotransmisores y ejerzan efectos

directos sobre el SNC. El 4area dedicada a estudiar este enlace es la
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psiconeuroinmunologia, demostrando que una perturbaciéon en un sistema puede ser

reflejada en el otro (Maes y cols., 1997; Gobbi y Blier, 2005).

Se ha descrito la importante relacion entre el sistema inmune y la 5-HT,
evidenciandose asi que el SNC y el sistema inmunologico estdn intimamente ligados.
Recientemente se estd estudiando el papel de los receptores sigma en esta relacion y en

los trastornos mentales (Leonard, 2004; Myint y cols., 2005; Stahl, 2005).

A pesar de limitaciones metodoldgicas, la estrategia neuroendocrina ofrece un campo
amplio objetivo de investigacion para el tratamiento de la depresion (Duval y cols.,
2005). Sin embargo, hasta la fecha ninglin test bioldgico ha demostrado ser lo
suficientemente preciso para ser utilizado en la practica clinica como marcador de
trastorno depresivo (Thase, 2003; Blier, 2004). Este hecho refleja la heterogeneidad de
los trastornos depresivos y la mayor complejidad de estudiar los cambios funcionales en
el sistema nervioso si se compara con trastornos cardiovasculares, renales o

hematologicos (Thase, 2003).

Otros sistemas hormonales explorados en las investigaciones incluyen la hormona
del crecimiento (Kalin y cols., 1987). También se han asociado afecciones hipo e

hipertiroideas a cambios afectivos (Duval y cols., 2005).
HIPOTESIS DE LA PLASTICIDAD NEURONAL HIPOCAMPAL.:

Varios estudios sobre estrés y antidepresivos han implicado la neurogénesis en la
etiologia del trastorno depresivo mayor. Esta habilidad del cerebro adulto para adaptarse
funcionalmente a estimulos internos o externos se denomina plasticidad neural. Esta es
absolutamente necesaria para un adecuado funcionamiento del individuo en un ambiente
continuamente cambiante. Sin embargo, no todos los cambios de plasticidad en el
cerebro son beneficiosos. En el caso de la depresion es crucial averiguar si un fallo en la

plasticidad es causa, consecuencia o correlacion de este trastorno (Fuchs y cols., 2005).

Como hemos visto, un descenso en la autorregulacion del eje HPA conduce a
elevados niveles de cortisol. Niveles elevados de esta sustancia podrian dafiar las
neuronas hipocampales. Estudios clinicos sugieren que el estrés prolongado y los
estimulos aversivos pueden producir deterioro hipocampal. De hecho, se ha observado

este deterioro en pacientes con depresion mayor, aunque ain no estan claros los lugares

29



Capitulo 2- Farmacos antidepresivos

especificos del hipocampo en que se produce este deterioro (Duman y cols., 1999). Los
antidepresivos podrian producir su efecto terapéutico bloqueando o revirtiendo el dafio
neuronal, o a través de influencias directas sobre la funcién, arquitectura o
supervivencia de las neuronas. Varios estudios indican que los antidepresivos bloquean
el deterioro producido por el estrés y producen plasticidad en la estructura neuronal

(Vaidya y Duman, 2001).

Este modelo explica la vulnerabilidad individual al estrés y a la depresion, derivada
de la variacion genética (por ejemplo, una mutacion del gen del CREB o del BNF) o
producida por factores ambientales (exposicidon a toxinas, hipoxia...) que vuelve

vulnerable al organismo frente a un episodio de estrés o de otros factores precipitantes.

En los ultimos afos, la farmacologia se estd centrando en los cambios intracelulares
de los antidepresivos que se producen a largo plazo (durante un tratamiento cronico)
mas que en los cambios extracelulares (Taylor y cols., 2005). Observando los cambios a
nivel de plasticidad neuronal, se propone que los antidepresivos realicen efectos
opuestos a la depresion, promoviendo la supervivencia de las neuronas y su funcidon
(Czeh y Simon, 2005), entendiendo la depresiéon como una inhabilidad para efectuar la
respuesta adaptativa apropiada al estrés o a estimulos aversivos. Siendo el hipocampo
una de las zonas mas estudiadas por su implicacion en el aprendizaje y la memoria, los
antidepresivos podrian ejercer su efecto terapéutico incrementando la plasticidad para

promover el aprendizaje de nuevas estrategias.

Ademas, el hipocampo estd implicado en la regulacion del estado de dnimo y del
aprendizaje, por lo que su papel en la depresion podria ser méas complejo (Warner-
Schmidt y Duman, 2006). De hecho se ha observado que un nuevo antidepresivo con
propiedades serotonérgicas y melatonérgicas, la agomelatina, puede aumentar la

neurogénesis hipocampal (Daszuta y cols. ,2005; Banasr y cols., 2006).

Yamada e Higuchi (2002) enumeran las dimensiones necesarias para explicar la
plasticidad neural que los estudios describen como la accion a largo plazo de los
antidepresivos, desde la transcripcion genética a las funciones cerebrales superiores (ver

Fig. 2.1.3).
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Fig. 2.1.3. Dimensiones necesarias para entender la plasticidad neuronal que subyace a la accion a

largo plazo de los antidepresivos (Tomado de Yamada e Higuchi, 2002).

Segun las hipotesis mas sencillas, si la depresion suponia anormalidades en el patron
y la respuesta de los sistemas de neurotransmision a partir de la modificacion de la
sensibilidad y la funcion de los receptores, la mayoria de los antidepresivos tras su
administracion aguda incrementan estos niveles bajos de neurotransmisores y equilibran
de nuevo la actividad desde diversas acciones (Reid y Stewart, 2001): (1) inhibiendo la
recaptacion del neurotransmisor, por lo que éste permanece mas tiempo en la sinapsis,
como los antidepresivos triciclicos que actian inhibiendo de forma no selectiva la
recaptacion de 5S-HT y NA o la de los inhibidores selectivos de la recaptacion de 5S-HT o
de NA, (2) evitando su destruccion, como ocurre con los inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa, que evitan que degrade los neurotransmisores del espacio sinaptico
o (3) favoreciendo la liberacion de los neurotransmisores, como ocurre con la
mirtazapina, un agente noradrenérgico y serotoninérgico, que bloquea selectivamente

algunos receptores.

Ahora bien, con la administracion cronica, las acciones de todos los antidepresivos
parece que se unifican e inciden en las cascadas de los mensajeros intracelulares, alteran
la expresion genética y modulan la plasticidad neuronal para llevar a cabo sus acciones
terapéuticas y muchas de las anormalidades encontradas en el cerebro de los pacientes

deprimidos van recuperando la normalidad (Vaidya y Duman, 2001).
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En ausencia de tratamiento, los niveles basales por ejemplo de NA estimulan la
union de los Bl-receptores y la cascada del AMPc, siendo bajos los niveles de ambos
(ver Figura 2.1.4). El tratamiento agudo, aumenta en el espacio sinaptico la liberacion
de NA que se corresponde con el aumento en la produccion del AMPc estimulado por
los receptores 1-adrenérgicos, lo que conlleva el incremento inicial de la activacion del
sistema AMPciclico y de la actividad de la proteinquinasa A (PKA) asi como cambios
en la expresion genética, incluyendo el factor CREB. El tratamiento cronico incrementa
la NA en la sinapsis y desciende la sensibilidad de los receptores B1, pero cabe la
posibilidad de que la poblacion residual de los receptores f fuera suficiente como para
responder a los niveles elevados de NA y aumentar asi la produccion de AMPc en
comparacion con la situacion previa al no tratamiento, lo que produce una serie de
procesos adaptativos al alza: aumenta la activacion de la PKA y la de los genes
implicados en la regulacion del CREB (un factor de transcripcion encargado de mediar
en la mayoria de las acciones del sistema AMPc sobre la expresion génica) (Fig. 2.1.4)

(Duman y cols., 1997; 1999; Alfonso y cols., 2005).

Sin tratamiento Tratamiento agudo Tratamiento cronico
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Fig. 2.1.4. Modelo explicativo del incremento de la cascada de transduccion del adenosin monofosfato

ciclico (¢cAMP, e) a pesar de la regulacion a la baja de los receptores adrenérgicos 1 (| ) cuya accion

directa es la liberacion de NE (=NA). El sistema del AMPc es el que se encarga de modular las
proteinquinasas A (PKA) y la posterior modificacion del factor de transcripcion CREB (Adaptado de
Vaidya y Duman, 2001).
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Todo esto se corrobora con los estudios en los que se pone de manifiesto que:

1- En células cultivadas se ha activado la regulacion al alza mediante el sistema
AMPc y del CREB (Duman y cols., 1997; Carlezzon y cols., 2005) e influido a
nivel genético, con el factor neurotréfico (BDNF), incrementado en las regiones
del hipocampo por la administracion cronica de antidepresivos y no con otras
sustancias psicotropicas como la cocaina, la morfina o el haloperidol (Nibuya y

cols., 1996).

2- Hay un decremento de CREB en la corteza cerebral de pacientes deprimidos vy,
en cambio, un aumento en aquellos tratados con antidepresivos (Dowlatshahi y

cols., 1998).

También se ha sugerido que la reduccion de la hormona del crecimiento podria
formar parte de las cascadas bioquimicas asociadas con la depresion (Aberg y cols.,
2006). La mayor parte de los estudios se han centrado en el estudio del hipocampo, pero
también es necesario un andlisis de la influencia de los antidepresivos en otras areas
cerebrales, ya que en la depresion también se pueden ver involucradas otras estructuras

como la amigdala o el cortex prefrontal (Rajkowoska y cols., 1999).

La investigacion reciente se ha centrado en los efectos de los antidepresivos en la
funcién sinaptica y las proteinas celulares, poniendo menos énfasis en la regulacion
monoaminérgica en un nivel mas global y sistémico, o en como tales alteraciones
monoaminérgicas pueden aliviar las manifestaciones comportamentales, cognitivas,

emocionales y fisioldgicas de la depresion (Morilak y Frazer, 2004).

Varios estudios sugieren que los efectos producidos sobre la plasticidad neuronal son
los causantes de los efectos terapéuticos de la administracion de antidepresivos
(Castrén, 2005). De hecho en un relevante y reciente estudio se ha observado que el
estrés y los antidepresivos tienen efectos opuestos sobre la neurogénesis hipocampal
(ver Fig 2.1.5). Mientras que el estrés reduce la neurogénesis y la expresion de BDNF
(factor neurotrofico derivado del cerebro) y VEGF (factor de crecimiento del endotelio
vascular), los antidepresivos producen el efecto contrario. De hecho, recientes estudios
han demostrado que la administracion crénica de cualquier tipo de antidepresivo

aumenta la neurogénesis en el hipocampo de roedores adultos (Lanfumey y Hamon,
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2005; Malberg y cols., 2000), que conlleva potenciacion a largo plazo (Snyder y cols

2001) y aprendizaje (Shors y cols.,

2001). Los antidepresivos pueden asi revertir las

alteraciones estructurales del hipocampo (Fuch y cols. 2005).
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Fig. 2.1.5. Determinantes moleculares y celulares que subyacen los efectos opuestos producidos por el

estrés y los antidepresivos en la formacion hipocampal. BDNF: factor neurotrofico derivado del cerebro,

VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular, ML: capa de células maduras, GCL: capa de células

granulares, SGZ: zona subgranular, ADT: antidepresivos. Tomado de Warner-Schmidt y Duman, 2006.

El tratamiento con antidepresivos actlia a través de la regulacion de 5-HT y de NA,

asi como de la regulacion de la sefial intracelular y de la expresion genética (Warner-

Schmidt y Duman, 2006). Aunque no esté clara la relacién causal, si se propone una

estrecha union entre la depresion, plasticidad y neurogénesis hipocampal. Si a todo esto

le afiadimos que la extincion de un aprendizaje se realiza con sintesis de nuevas

proteinas (Vianna y cols, 2001) y que la extincién de comportamientos aprendidos

deriva del aprendizaje de nuevos que no son compatibles con los anteriores (Rescorla,
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2001) se podria hipotetizar que el papel de los antidepresivos es deteriorar la memoria
facilitando la creaciéon de nuevos aprendizajes mdas adaptativos a través de
modificaciones en la plasticidad sindptica, que subyacen tanto a los procesos de

memoria como al tratamiento crénico con antidepresivos (Parra, 2003).

Recientes estudios sugieren ya la utilizacion de proteinas involucradas en la
plasticidad neural como una posible herramienta terapéutica en el tratamiento de la
depresion. Concretamente se ha sugerido que la calcineurina (PPB2: protein
phosphatase 2B) es un objetivo indirecto de los antidepresivos, y que mediante un
incremento de su actividad se mimetizan las consecuencias moleculares del tratamiento

crénico con antidepresivos (Crozatier y cols., 2007).

Desconocemos si estas propuestas permaneceran como diferentes hipotesis o se
uniran a través de un trastorno fisioldégico comun. Lo evidente es que cada sistema
neuroquimico no actia independientemente, sino que, por el contrario, existen multiples

interacciones entre ellos.

En el siguiente apartado estudiaremos los diferentes tipos de antidepresivos
existentes, clasificados en funcion de su mecanismo de accion y de los efectos

secundarios que producen.
2.2- CLASIFICACION Y EFECTOS SECUNDARIOS
2.2.1- CLASIFICACION:

Actualmente  existen muchos  antidepresivos
disponibles. Todos ellos han mostrado eficacia en el
tratamiento de la depresion suave-moderada, aunque
para la depresion endogena o para las refractarias los
antidepresivos ciclicos siguen siendo los mas utilizados
(Perry, 1996; Broquet, 1999). Una clasificacion de los
antidepresivos seria la presentada en la Fig. 2.2.1

(Preskorn, 1996; Alamo y cols., 1998).
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A- ANTIDEPRESIVOS CLASICOS

La incorporacion de los primeros farmacos antidepresivos fue fruto de la casualidad
(del azar) y de las dotes de observacion de algunos investigadores: los IMAO se
derivaron de la busqueda de farmacos antituberculosos y los ADT de mejorar el perfil
antipsicotico de las fenotiacinas. Sin embargo, el valor cientifico de su incorporacion al
campo de la farmacologia de los trastornos mentales fue de una importancia capital, ya
que aportaron las primeras bases etiopatogénicas para conocer el origen de estas

enfermedades y abrieron el camino para el desarrollo de nuevos farmacos.
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Fig. 2.2.1. Desarrollo de farmacos antidepresivos, en funcion de su mecanismo de accion (Modificada
Alamo y cols., 1998). ADTs: antidepresivos, IMAOs: inhibidores de la monoaminaoxidasa, NASSA:
inhibidores selectivos de la recaptacion de NA y 5-HT, ISRS: inhibidores selectivos de la recaptacion de
5-HT, ACh: acetilcolina, H1- H2: receptores histaminérgicos, Alfa 1: receptor adrenérgico, 5-HT:

serotonina, DA: dopamina, NA: noradrenalina.
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Inhibidores de la monoaminaoxidasa (IMAO):

En 1952 se observaron cambios psicoldgicos en los enfermos de tuberculosis tratados
con iproniazida: mayor vitalidad, con ganas incluso de dejar el hospital, y un
incremento paulatino de su actividad social. Pero no fue hasta 1958 cuando se confirmé

el efecto antidepresivo de este firmaco, abriendo las puertas a nuevas posibilidades

(Alamo y cols., 1998).

Los IMAO actuan inhibiendo la monoaminaoxidasa (subtipo A y subtipo B), que es
la enzima encargada de la degradacion de NA, DA y 5-HT. De esta manera aumentan
los niveles disponibles de estos neurotransmisores (Leonard, 1996; Stahl, 1998a). Al
afectar a los subtipos de MAOs estan afectando a la metabolizacion de 5-HT y NA
(subtipo A), pero también a la catabolizacion de otras sustancias como la DA (subtipo
B). Tienen un efecto secundario indeseable (ver apartado de efectos secundarios) que ha
sido superado por los inhibidores selectivos y reversibles de la monoaminaoxidasa tipo

A (RIMA), como es la moclobemida (Sadaba y cols., 1996).
Antidepresivos ciclicos:

Reciben este nombre por estar formados por anillos. Segun el nimero de anillos que
formen su estructura, se llamardn monociclicos (bupropion) biciclicos (viloxazina,

zimelidina), triciclicos o tetraciclicos (amitriptilina, maprotilina, mianserina).

Fue William Kuhn en 1958 quien, buscando los efectos antipsicoticos del G-22355,
observo una clara accion antidepresiva en pacientes psicoticos. El G-22355 era la
imipramina, que ain hoy sigue siendo un punto de referencia basico para este grupo de
farmacos (Frazer, 1997; Vallejo, 2005). Los antidepresivos ciclicos inhiben la
recaptacion de 5-HT y de NA por los botones terminales, son agonistas
monoaminérgicos, como también lo son los IMAO (Carlson, 1999). También actiian
sobre otros sistemas de neurotransmision (histaminérgico, colinérgico y noradrenérgico)

a través de los cuales produce los efectos secundarios (ver apartado 2.2.2).
B- ANTIDEPRESIVOS DE SEGUNDA GENERACION

Dentro de este grupo se incluyen todos aquellos que fueron desarrollados siguiendo

un procedimiento de desarrollo racional y dirigido, siguiendo una estrategia planificada
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que permitiera actuar sélo en el objetivo deseado (por ejemplo, en la bomba de

recaptacion de la 5-HT en el caso de los ISRS).
Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRS):

Son aquellos cuyo mecanismo de accion se centra en las sinapsis serotonérgicas,
inhibiendo la recaptacion de la 5-HT. Estos antidepresivos presentan una serie de

ventajas frente a los clasicos IMAOs y antidepresivos ciclicos.

Aunque en términos generales la potencia antidepresiva no es superior, los beneficios
derivados de ellos, en la mayoria de los casos si lo son. Esto es consecuencia de su
sencilla dosificacion (monodosis y sin necesidad de escalada progresiva) y de su alto
indice de seguridad (la tolerancia del paciente es mayor, y la posibilidad de muerte por
sobredosis se reduce) (Sadaba y cols., 1996; Owens, 2004), asi como de sus menores
efectos secundarios (Stahl, 1998a). Sin embargo existen resultados que indican que no
son mas seguros que los triciclicos clasicos en ancianos, con la excepcion de la

paroxetina (Livingston y Livingston, 1999).

Dentro de este grupo podemos encontrar la fluvoxamina, fluoxetina (de nombre
comercial Prozac), sertralina, paroxetina, citalopram y escitalopram. Son en la

actualidad los antidepresivos mas utilizados (ver Fig. 2.2.2).

Las proyecciones serotonérgicas del rafe al cortex prefrontal y al hipocampo, y de
los ntcleos motores faciales al hipocampo son algunas vias a través de las cuales
ejercen su efecto antidepresivo. Pero sus efectos terapéuticos no se limitan a la
depresion. También se utilizan en el tratamiento del trastorno de ataque de panico, del
trastorno obsesivo-compulsivo (TOC) (Nutt y cols., 1999) y de la bulimia. Las
proyecciones del rafe a los ganglios basales se hipotetiza que son las responsables de los
efectos anti-TOC. Las proyecciones del rafe al hipocampo y corteza limbica serian las
que mediarian en los efectos anti-ataque de panico. Y las proyecciones del rafe al

hipotalamo serian las responsables de los efectos anti-bulimicos (Stahl, 1998c).
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Fig. 2.2.2. Prescripciones de nuevos antidepresivos tomados en el Reino Unido durante los afios 1999-

2003 (Tomado de Ebmeier y cols., 2006).

También se han encontrado resultados esperanzadores en estudios con la fobia social,
trastorno por estrés postraumatico, migrafa, trastorno premenstrual, distimia (Stahl,
1998a), parafilias, tricotilomania, trastornos por tics, depresivos seniles, depresivos con
trastornos somaticos o con abuso de alcohol (Sadaba y cols., 1996) y trastorno de
ansiedad generalizada (Isaac, 1999). También hay autores que cuestionan la mayor
efectividad de los ISRS como tratamiento para la depresion ansidgena frente a otros

antidepresivos (Panzer, 2005).

Graef y cols. (1996) proponen un modelo segiin el cual existen tres caminos
ascendentes de la 5-HT, relacionados cada uno de ellos con una de las siguientes

patologias: estrés, ansiedad y depresion (mecanismos cerebrales de defensa).
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Son probablemente los antidepresivos mdas apropiados para el tratamiento de la
depresion que cursa con ansiedad (Rouillon, 1999). Sin embargo, segun Ban (2006), a
pesar de ser los antidepresivos mas utilizados, los ISRS pueden empeorar o incluso
inducir pérdida de apetito, disminucion del apetito sexual, insomnio e incluso suicidio u

homicidio.
Inhibidores selectivos de la recaptacion de 5-HT y NA (NASSA):

El principal farmaco NASSA es la venlafaxina, sintetizada a finales de los afios 90
(Ban, 2006). Su farmacologia es dosis-dependiente, de manera que a dosis bajas actua
como un ISRS. A dosis intermedias, inhibe también la recaptacion de NA; y a dosis
muy altas, inhibe también la recaptacion de DA (Stahl, 1998a; Frazer, 2001). Se ha
encontrado un mayor efecto antidepresivo de la venlafaxina frente a la fluoxetina
(Cipriani y cols., 2005). También podemos incluir en este grupo el milnacipram (Delini-

Stula, 2000) y la duloxetina (Stahl y cols., 2005).

De entre los tres, la venlafaxina parece ser la peor tolerada, principalmente por afadir
problemas de hipertension a los de nausea, disfuncion sexual y problemas de
abstinencia (Stahl y cols., 2005). Burke (2004) reclama precaucion a la hora de aceptar
la superioridad generalizada de ningln antidepresivo frente a los demas, asi como de
aceptar la superioridad de antidepresivos que actuan a través de varios mecanismos de

accion frente a los que actian solo en uno.
Inhibidores selectivos de la recaptacion de NA:

En este grupo se incluye la reboxetina. Se ha observado que su eficacia es

comparable a la de la venlafaxina (Akkaya y cols., 2006).
C- OTROS

Se utilizan diversas sustancias que, combinadas con antidepresivos, potencian sus
efectos. Los estabilizadores del estado de animo (sobre todo el litio) son eficaces para
tratar y prevenir episodios de depresion en pacientes con el trastorno bipolar (Stahl,
1998b), asi como para aumentar la respuesta antidepresiva junto con otros
antidepresivos en el caso de depresiones unipolares refractarias (Perry, 1996; Broquet,

1999, Shelton, 2003). De hecho, la mayoria de las aproximaciones de tratamiento de la
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depresion bipolar resistente son las mismas que para la depresion unipolar (Gitlin,
2006). Las estrategias que se adoptan junto con la administracion de ISRS y que se
prescriben mas son: bupropion, litio, antipsicoticos, psicoestimulantes, triciclicos,
hormonas tiroideas y modanafil. Nos encontramos con un grupo heterogéneo de
sustancias potenciadoras que estdn en investigacion: lamotrigina, agonistas esteroideos,
péptidos, neuroquininas, agentes que afecten a la transmision GABA, agentes
antiglucocorticoideos y precursores de hormonas (estradiol) (Stahl y cols., 2003;
DeBattista, 2006). Recientemente ha surgido un nuevo antidepresivo, la agomelatina,
con propiedades serotonérgicas y melatonérgicas, que ha mostrado ser eficaz como

antidepresivo (den Boer y cols., 2006).
2.2.2- EFECTOS SECUNDARIOS:

En funcion del mecanismo de accion de los diferentes antidepresivos se dan unos
efectos secundarios de mayor o menor gravedad. La mayor parte de antidepresivos,
ademds del mecanismo mediante el que consiguen el efecto terapéutico, producen
efectos indeseables a través de la actuacion sobre otros neurotransmisores o incluso

sobre los neurotransmisores objetivo de su administracion (Westenberg, 1999).

Por ello es importante tener en cuenta el paciente al que se le estd administrando el
farmaco: la edad, ya que los ancianos son mads sensibles, por ejemplo, a los efectos
adversos de los anticolinérgicos (Riedel y Van Praag, 1995); la historia clinica (si ha
tenido problemas cardiovasculares, trastornos de la alimentacion, episodios de mania,
problemas digestivos); el riesgo potencial de sobredosis; las posibles interacciones con
otros medicamentos; las preferencias del paciente; e incluso factores econdmicos
(Broquet, 1999). Los efectos secundarios mas comunes producidos por los
antidepresivos estan relacionados con los mecanismos de acciéon que describiremos a

continuacion (ver Fig. 2.2.3).

Uno de los receptores sobre el que los antidepresivos son bloqueantes de cierta
relevancia clinica es el receptor muscarinico de la ACh. Los antidepresivos tienen un
amplio rango de afinidad por receptores cerebrales muscarinicos, siendo el mas potente
la amitriptilina (Richelson, 2003). El bloqueo de los receptores muscarinicos (efecto

anticolinérgico) produce sequedad de boca, estrefiimiento, vision borrosa, taquicardia,
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mareo, retencidn urinaria, precipitacion de glaucoma, estado confusional y alteraciones

cognitivas (aprendizaje y memoria).

RESUMEN DE LOS EFECTOS NEUROFARMACOLOGICOS DE LOS
ANTIDEPRESIVOS
Inhibicién de la Antagonismo sobre los
recaptacion receptores
5-HT NA M, o, DA H,
Amitriptilina ++ ++ | + +++
Amoxapina - ++ + i - _
Citalopran +++ - - - - -
Clomipramina +++ ++ ++ ++ + +
Doxepina + + ++ +++ - +++
Fluoxetina +++ + - - - -
Fluvoxamina ++ - - - - -
Imipramina ++ ++ ++ —t - +
Lofepramina —t ++ + o - ++
Maprotilina - ++ + + + ++
Mianserina + ++ - +++ - +++
Nefazodona ++ + - ++ i -
Nortriptilina + ++ + ++ + +
Paroxetina +H+ + - - + -
Sertralina +++ - - - - -
Trazodona + - - ++ - -
Trimipramina - + ++ 4t - T+
Venlafaxina +++ ++ - - + -
Liberacion de Antagonismo sobre
neurotransmisores los receptores
5-HT NA M, 5-HT, | 5-HT; H,
Mirtazapina ++ ++ - ++ 4+ ++
Moclobemida ++ ++ - + + -
Tranilcipromina ++ 4+ 4 + 4+ 4+

Fig. 2.2.3. Resumen de los efectos neurofarmacologicos de los antidepresivos, +: baja; ++: moderada;

+++: alta; -: sin afinidad; 5-HT: serotonina; NA: noradrenalina; DA: dopamina; M;: receptor muscarinico,

o, receptor adrenérgico, H;: receptor histaminérgico (elaborada de Azanza, 2000).

El bloqueo del receptor histaminérgico H; produce sedacién, somnolencia, y
aumento de peso. De todas las interacciones que tienen los antidepresivos con los

receptores, el efecto més potente se observa en los receptores H;. De hecho, algunos
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antidepresivos son tan potentes como antagonistas de la histamina que se emplean

también en el tratamiento de alergias y problemas dermatoldgicos (Richelson, 2003).

El bloqueo del receptor o; adrenérgico esta relacionado con hipotension ortostatica,

taquicardia, temblores y mareos.

El bloqueo de la recaptacion de NA en el locus coeruleus puede repercutir en el
hipocampo, estructura importante para los procesos de aprendizaje y memoria
(Mongeau, 1997). La estimulacion noradrenérgica puede producir taquicardia, temblor,
sudoracién, insomnio, incremento de la tasa cardiaca, alteracion de la ereccion y

eyaculacion.

La estimulacion de los receptores SHT, esta relacionada, a nivel del hipocampo y
sistema limbico, con ansiedad y agitacion; a nivel de los centros del suefio del
troncoencéfalo con insomnio; a nivel de los ganglios basales con sintomas
extrapiramidales (distonia, acatisia) y a nivel de la médula lumbar con disfuncion sexual
(Hirschfeld, 1999). Por su parte la estimulacién de los receptores SHT; esta relacionada
con nduseas, vomitos y diarreas. También se han encontrado evidencias de la
implicacion de los receptores de 5-HT en los procesos de aprendizaje y memoria

(Meneses, 1999).

El bloqueo de los receptores dopaminérgicos D, en la via nigro-estriatal es
responsable de sintomas extrapiramidales como temblor, akinesia, rigidez, cara

inexpresiva, acatisia y distonias.

En funcion pues del mecanismo de accion de cada tipo de antidepresivo se
produciran unos efectos secundarios diferentes segun el farmaco consumido. Los
antidepresivos ciclicos tienen alta afinidad por los receptores de la histamina Hj, los
colinérgicos (muscarinicos), y los alfa 1 adrenérgicos, por lo que sus principales efectos
secundarios estdn relacionados con somnolencia, memoria, temblores y taquicardia
(Stahl, 1998a). También producen aumento de peso, en parte relacionado con la
actividad antihistaminica y disfunciones sexuales, que van desde disminuciéon de la
libido hasta anorgasmia. El efecto cardiovascular y los temblores o convulsiones
contribuyen a la alta toxicidad que tiene una sobredosis con estos antidepresivos

(Broquet, 1999). Pueden inducir mania o hipomania (también los IMAOs) en pacientes
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con depresion bipolar o en pacientes con depresion y con un fuerte historial familiar de

trastorno bipolar (Frazer, 1997).

Es importante tener en consideracién que el rango toxico de la mayoria de los
antidepresivos ciclicos es solo dos o tres veces mayor que el terapéutico, y que estos
antidepresivos pueden agravar enfermedades como la cardiopatia isquémica (por su
potencial hipotensor) y la enfermedad de Alzheimer (cuyos sintomas cognitivos pueden

verse agravados por el efecto anticolinérgico) (Lafau y cols., 1997).

Por su parte los ISRS, mediante la estimulacion de los receptores serotonérgicos
pueden producir niuseas o insomnio (Westenberg, 1999). Concretamente se hipotetiza
que las proyecciones serotonérgicas del rafe al hipocampo o corteza limbica pudieran
producir ansiedad, las proyecciones a los ganglios basales, agitacion y akatisia, y a nivel
de los centros del suefio, insomnio (Stahl, 1998c). Stahl (1994) propone que los efectos
terapéuticos y los colaterales estdn mediados por subtipos especificos de receptores de
5-HT: los receptores postsindpticos 5-HT;x median las acciones sobre el estado de
animo; los receptores postsinapticos SHT,4 parecen tener relacion con el estado de
animo, ansiedad, regulacion de la temperatura, funcién sexual, suefio, obsesiones y
compulsiones, conducta alimentaria, alucinaciones, psicosis y ataques de panico; los
receptores 5-HT; estan relacionados con ndusea, voOmitos, apetito, motilidad
gastrointestinal, ansiedad. También pueden verse afectados, segun algunos autores, la
memoria (Masand, y Gupta, 1999) y otros aspectos cognitivos. Las nauseas, agitacion y
dolor de cabeza suelen desaparecer con el tiempo, mientras que las disfunciones
sexuales consecuencia de esta medicacion, no (Broquet, 1999). Segln algunos autores
los ISRS no solo pueden empeorar, sino inducir pérdida de apetito, disminucion del

apetito sexual, insomnio e incluso suicidio u homicidio (Ban, 2006).

Los principales efectos secundarios de los IMAQOS incluyen hipotension ortostatica,
insomnio, aumento de peso, edemas, mareos, disfuncion sexual y calambres musculares.
El tratamiento con IMAO tiene un efecto secundario a tener en cuenta en el caso de que
se consuman grandes cantidades de alimentos que contengan tiramina (como el queso),
que es la crisis hipertensiva (Leonard, 1995), pudiendo provocar hemorragia
intracraneal (Frazer, 1997). El tratamiento con moclobemida reduce estos efectos

secundarios, ya que no ejerce estimulacion ni inhibicidon de los receptores colinérgicos,
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histaminérgicos ni adrenérgicos. Por elevar las concentraciones de NA y 5-HT pueden
producir insomnio y nerviosismo, asi como intolerancia digestiva en forma de nduseas y
vomitos. No altera la memoria, el proceso de aprendizaje ni la realizacion de actividades

que exijan coordinacion (Sadaba y cols., 1996).
2.3- AMITRIPTILINA
2.3.1- INTRODUCCION

La amitriptilina se presenta en forma de polvo cristalino, es inodora y totalmente
soluble en agua (Reynolds, 1982). La distancia entre el ciclo y la amina es de 3

carbonos, sus cadenas laterales tienen un enlace doble y la amina terminal es terciaria.

Su formula quimica es C20H23NHCI y su composicion quimica:

3(10,11dihidro5hdibenzo(a,d)cicloheptanobyli-dena)Nedimetilpropilaminahidroclorhidrato.

C

CHCH)CHQN(CH_@)?

La amitriptilina fue introducida en el

ambito clinico en 1961 (EIaviI®) para el

tratamiento de la depresion (Velasco y

Alvarez, 1988). Actualmente el ambito

clinico en el que se utiliza es mas amplio:

Estructura quimica de la amitriptilina. se emplea también como analgésico en
dolores crénicos o neuropaticos: dolores de

cabeza, dolor en miembros fantasma, en pacientes con cancer, en migrafias y
fibromialgias (Lynch, 2001; Cepeda y Farrar, 2006). También es empleado su
metabolito nortriptilina en la deshabituacion al tabaquismo (Hughes y cols., 2005) y
puede ser tan efectiva como los ansioliticos en las depresiones que cursan con sintomas

ansiogenos (Davidson, 2001).

A pesar de tener mayores efectos secundarios y ser peor tolerada por los pacientes, la
amitriptilina ha demostrado ser todavia (tras mas de 40 afios de existencia) mas efectiva
en el tratamiento de la depresiéon que los nuevos antidepresivos (Barbui y Hotopf,
2001). En el tratamiento de la depresion no severa se aconsejan como farmacos de
primera eleccion los nuevos antidepresivos, debido principalmente a los efectos

secundarios de los triciclicos. Sin embargo, en el caso de depresiones severas los
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beneficios terapéuticos de la amitriptilina son muy importantes (Barbui y cols., 2004).
La amitriptilina ha sido reemplazada en muchos paises, a pesar de su eficacia, por
farmacos mas caros como resultado de la busqueda de farmacos mejor tolerados y con
menos efectos secundarios. Steimer y cols (2005) proponen estudiar el genotipo de los
pacientes, ya que se ha observado una mayor o menor predisposicion genética a padecer
estos efectos indeseables, de manera que se podria reducir el coste econdmico y

aumentar la eficacia adecuando la terapia antidepresiva de forma individual.

En la actualidad, se receta ampliamente en todo el mundo (Vetulani y Nalepa, 2000)
bajo diferentes nombres comerciales (Budavari, 1996; Reynolds, 1982; Azanza, 2000;

Sweetman, 2003):

Adepril® (USA, Italia); Anapsique® (Méjico, USA); Amavil® (USA); Amicen®
(USA); Amilent® (Sudafrica); Amiline® (Canada), Amilit® (Italia); Amineurin®
(Alemania); Amiplin® (Taiwan); Amiprin® (Japon); Amitid® (USA); Amitril® (USA);
Amitrip® (Australia); Amitriptol® (Italia); Amyline® (USA); Amyzol® (USA);
Annolytin® (Japén); Apo-Amitriptyline® (Canada); Deprelio® (Espaifia); Deprex®
(Canada); Dohme®; Domicel®; Domical® (Gran Bretaiia, USA, Hong-Kong); Elavil
Plus® (Canada); Elavil® (USA, Canada); Elatrol® (Israel); Elatrolet® (Israel);
Emitrip®; Enafon® (Corea); Endep® (USA, Canada, Australia, Nueva Zelanda);
Enovil® (USA); Etrafon®; Etrafon-A®; Etrafon-forte®; Etravil® (Corea); Euplit®;
Lantron® (USA); Larixyl®; Laroxyl® (Francia, Alemania, Australia, Bélgica, Italia,
Africa); Larozyl® (Suecia, Suiza, USA); Lentizol® (Gran Bretafia, Africa); Levate®
(Canada); Limbitrol®; Meravil® (Canada); Mikerotin® (Japon); Midetorin® (USA);
Mutabase® (Espaiia); Nobritol® (Espana); Novoprotect® (Alemania); Novotriptyn®
(Canada, USA); Pinsanu® (Taiwan, USA); PMS-Levazine®; Quietal® (India);
Redomex® (Bélgica); Saroten® (Dinamarca, Finlandia, Africa, Portugal, Iran, Hong-
Kong, Grecia, Alemania, Chipre, Sudan, Suiza, Suecia, Taiwan), Saroten Retard®
(Malasia, Tailandia); Sarotena® (India); Sarotex® (Holanda, Noruega); Sharpe®
(USA); SK-Amitriptyline® (USA); Sylvemid®; Syneudon® (Alemania); Teperin®
(Hungria, Irak, Jordania); Trepiline® (Sudafrica); Triavil® (Canada); Tridep® (India);
Tripta® (Malasia, Tailandia); Triptanol® (Argentina, Australia); Triptizol® (Italia);
Tryptal® (USA); Tryptanol® (Sudamérica, Sudafrica, Japon, Tailandia, Australia);
Tryptine® (Australia, Nueva Zelanda); Tryptizol® (Italia, Austria, Bélgica, Gran
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Bretafia, Espafia, Holanda, Noruega, Portugal, Suiza, Suecia); Tryptomer® (India);
Uxen® (Argentina); Vanadip® (USA). En Espaiia se comercializa bajo los nombres de
Deprelio®, Mutabase®, Nobritol® y Tryptizol® (Azanza, 2000). Se
administra habitualmente por via oral en forma de hidrocloruro, aunque también puede

administrarse mediante inyeccion intramuscular o endovenosa (Sweetman, 2003).
2.3.2-FARMACOCINETICA
Administracion, dosis y absorcion

Los antidepresivos triciclicos se absorben bien por via oral, la mas frecuente en el
consumo humano. En el caso de la amitriptilina su biodisponibilidad es generalmente
baja (37-60%) (Del Rio, 1997) y su absorcion completa se produce a las 10 horas
siguientes a su administracion, por el duodeno y el resto del intestino delgado (Velasco
y Alvarez, 1988). En ratones, la absorcion de la amitriptilina administrada (aguda o
crénica) intraperitonealmente (i.p.), se produce muy rapidamente: en plasma a los 37
minutos aproximadamente y en el cerebro a los 38-42 minutos (Coudoré y cols., 1994b;

Uhr y cols., 2000).

Como la mayoria de los antidepresivos triciclicos, la amitriptilina se debe comenzar a
tomar en pequefias dosis y antes de acostarse; debido a su vida media, se puede
administrar la dosis terapéutica una vez al dia (Preskorn, 1994). En los adultos se
recomienda una dosis inicial de 75 mg/dia hasta alcanzar la dosis de mantenimiento
situada entre 30 y 150 mg/dia y teniendo como dosis maxima la de 300 mg/dia (Azanza,
2000). Por debajo y por encima de este intervalo terapéutico la amitriptilina carece de
eficacia (Del Rio, 1997). En nifios menores de 12 afios no estd recomendado su uso,
salvo para el tratamiento de enuresis nocturna, y en adolescentes se recomienda 10 mg
tres veces al dia y 20 mg antes de irse a la cama como dosis inicial (Azanza, 2000). En
los ancianos debe controlarse de manera minuciosa su consumo ya que, en general, ellos
son mas sensibles a los efectos anticolinérgicos de los antidepresivos triciclicos y, en
concreto, de la amitriptilina, un potente agente anticolinérgico (Oxman, 1996; Gareri y

cols., 2000). Su retirada subita puede provocar sindrome de abstinencia (Azanza, 2000).

La alta liposolubilidad de los antidepresivos triciclicos les permite atravesar con

facilidad la barrera hematoencefélica y también la placentaria y se retienen sobre todo

47



Capitulo 2- Farmacos antidepresivos

en el SNC, el higado y el rifién. En la amitriptilina esta caracteristica junto a su intensa
union con las proteinas plasmaticas y tisulares (96%) explica su gran distribucion (6.4 a
36 L/kg) y su baja concentracion plasmatica (60-250 ng/L) en ratones (Uhr y cols.,
2000). En el estudio de Rutkowska y cols. (1999) se estudio su distribucion segln la via
utilizada y el momento de administracion del dia o de la noche elegido. La
administracion aguda de amitriptilina se distribuia en el tejido cerebral, en el cardiaco y
en el rindn. En su administracion aguda intravenosa, el 68% de la amitriptilina se
encontraba en los pulmones y so6lo el 1% en el higado mientras que su administracion
aguda intragastrica su distribucién en pulmones e higado era muy similar (38 y 24%,
respectivamente). En todos los tejidos la méxima concentracion tras su administracion

aguda se obtuvo entre las 21 y 22 horas (Rutkowska y cols., 1999).
Metabolismo y eliminacion

El metabolismo de la amitriptilina se realiza por medio de una oxidasa que obtiene
metabolitos como la nortriptilina (DMNOR, que también es un antidepresivo), E-10-
OH-amitriptilina,  Z-10-OH-amitriptilina, = E-10-OH-nortriptilina y Z-10-OH-
nortriptilina. La glicoproteina P forma parte de la membrana celular, y por tanto tiene un
papel protector en la barrera hematoencefalica. Los estudios con ratones mutados (sin
el gen que regula esta proteina) a los que se administra amitriptilina han comprobado
que hay mayores concentraciones de estos metabolitos en el cerebro de los ratones

(Grauer y Uhr., 2004).

La excrecion, relativamente lenta, se realiza sobre todo via renal y por las heces. La
inactivacion se lleva a cabo por glucuronidaciéon de los metabolitos oxidados que
producen derivados que se excretan por via renal (Del Rio, 1997). La vida media de la
amitriptilina en la poblacion adulta, es decir, el tiempo en el que se reduce a la mitad su
concentracion en plasma (t15), esta entre las 16-26 horas, teniendo en cuenta una dosis
media de 50-300 mg (Nemeroff y Schatzberg, 2001) y en los ancianos, con una dosis
inferior (30-100 mg/dia) de 10-22 horas (Gareri y cols., 2000). La amitriptilina presenta
su pico plasmatico (ty5x) @ las 6 horas de su administracion oral en los seres humanos,
momento en el que alcanza su mayor concentracion en plasma (Reynolds, 1982). Los
antidepresivos triciclicos son metabolizados por el citocromo P450 (CYP2D6). Las

aminas terciarias, ademas, dan lugar a sus metabolitos activos (en el caso de la
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amitriptilina, la nortriptilina) a través de la accién de varios citocromos, incluidos el

CYP2C19, el CYP3A4 y el CYP1A2 (Brosen, 2004).

En ratones, la eliminacion de la amitriptilina se produce aproximadamente pasadas 3
horas de la administracion aguda i.p. de 20 mg/kg (Coudoré y cols., 1994a) 6 de 10
mg/kg tras 6 administraciones sucesivas (Coudoré y cols., 1994b). Tras administracion
1.p. aguda de amitriptilina en ratas, la absorcion y la eliminacién fue rapida, apareciendo
la maxima concentracion en plasma y cerebro del farmaco a la vez (Coudoré y cols.,

1996).

En los roedores es durante la fase activa (de noche) cuando se da la mayor actividad
enzimatica, concretamente en ratas entre las 19-21 horas tras su administracién aguda
intravenosa 6 gastrica (Rutkowska y cols., 1999). Si se administra de manera continua
en los roedores no se observan diferencias en el cerebro, en el corazon, en los tejidos del
higado, pulmoén o rifidon en comparacion con su administracion aguda, pero si mayores
concentraciones en el higado, pulmén y rifién a las 10 de la mafiana que a las 22 horas
(Rutkowska y cols., 1999). En sujetos sanos, su administracion durante mas de una
semana muestra su actividad anticolinérgica en la reduccion de la secrecion salivar, en
la sensacion de sedacion y en el incremento de la velocidad cardiaca (Warrington y
cols., 1989; Penttild y cols., 2001). En ancianas deprimidas, la administracion de
amitriptilina ha mostrado en algunos estudios, diferencias en la concentracion
plasmatica, mayor volumen de distribucion, mayor vida media y una metabolizacion
mas lenta que en los ancianos deprimidos (Frackiewicz y cols., 2000). En otros estudios
sin embargo s6lo se ha mostrado una tendencia de los niveles plasmaticos de la
amitriptilina a incrementar con la edad y una aparente interaccion entre el peso corporal
en los pacientes deprimidos y sus niveles de amitriptilina, pero no se han encontrado

diferencias significativas de sexo en su nivel plasmatico (Rao y cols., 1996).

Se sabe que tras cuatro semanas tomando antidepresivos triciclicos, un tercio de los
pacientes no responden al tratamiento y, entre las causas que se barajan como posibles,
destacan que las dosis administradas sean bajas, que la metabolizacion sea demasiado
rapida o que no se acumulen niveles altos del farmaco. En el caso de la amitriptilina,
Schiffman y cols., (1999) resaltan como una de las posibles causas de abandono del

tratamiento su sabor amargo y desagradable, que incluso enmascara el sabor de otras
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sustancias. Rao y cols., (1996) defienden que se monitorice a los pacientes deprimidos
tratados con una dosis media de 150 mg/dia que no responden al farmaco y presentan
bajos niveles del farmaco para que se controlen los niveles plasmaticos y se determine si
estan dentro del rango terapéutico recomendado, antes de calificar el tratamiento como
no efectivo. Otros expertos apuestan por la farmacogenética, que consiste en estudiar las
bases genéticas de la respuesta a una terapia concreta. Asi se evaluarian los genotipos
relacionados con la farmacodindmica y la farmacocinética y se evitaria, segiin Steimer y
cols., (2002) exponer al paciente a un tratamiento fallido hasta dar con la dosis o el
farmaco adecuado y evitar los efectos aditivos o sinérgicos entre farmacos.
Concretamente Steimer y cols. (2005) han obtenido una correlacion entre el genotipo
para el citocromo CYP2D6 y los efectos adversos de la amitriptilina, pudiendo
establecer diferentes grupos de riesgo para el desarrollo de los efectos secundarios de

¢ésta (bajo, medio-bajo, medio-alto y alto).
2.3.3- MECANISMO DE ACCION DE LA AMITRIPTILINA

La amitriptilina pertenece al grupo de los antidepresivos triciclicos. Este grupo es
poco selectivo y actua en muchos sistemas de neurotransmision, debido a que inhiben la
recaptacion de NA, 5-HT y DA (que les confiere sus propiedades antidepresivas) y
bloquean los receptores postsinapticos muscarinicos, histaminicos y a]-adrenérgicos
(los causantes de los efectos secundarios) (Stahl, 1998c). A diferencia de los demas
antidepresivos, la amitriptilina consigue en humanos efectos secundarios apreciables
desde dosis bajas hasta dosis altas. El estudio de los antidepresivos en distintas areas del
cerebro humano la situa entre los antidepresivos con mayor afinidad por los receptores

Hj, por los receptores muscarinicos y por los receptores o] (Richelson y Nelson, 1984;

Cusak y cols., 1994; Richelson, 2003; Slatter y cols., 2004), ver Fig. 2.3.1.
HISTAMINA
Afinidad por los receptores histaminérgicos

La investigacion in vitro de la administracion de amitriptilina en tejido cerebral
humano correspondiente a la corteza frontal asi lo mostraba (Richelson y Nelson, 1984).
El bloqueo de los receptores H; supone una de las acciones mas potentes de los

antidepresivos triciclicos y en concreto, de la amitriptilina (Richelson y Nelson, 1984;
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Cusak y cols., 1994; Richelson, 2003) que se traduce en una gran accidon sedativa,

ganancia de peso, etc. (Richelson, 1987; Frazer, 1997; 2001).

ACCION DE LA AMITRIPTILINA SOBRE LOS NEUROTRANSMISORES

ACETILCOLINA Aﬁmda}d por los. re,ceptores muscarinicos +++
Potencia anticolinérgica +++
HISTAMINA Afinidad por los receptores histaminérgicos Hy +++
Afinidad por los receptores adrenérgicos o] 4
NORADRENALINA Afinidad por los receptores adrenérgicos o ii
Afinidad por los receptores [-adrenérgicos
Actividad inhibidora de la recaptacion de noradrenalina tr
Afinidad por los receptores serotoninérgicos 5-HTy +
SEROTONINA . o
Afinidad por los receptores serotoninérgicos 5-HTp, 5-HTg/7 |++
Actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina ++
DOPAMINA Aﬁr‘li(‘iad pF)r 1‘0?, receptores dopami‘n,érgicos D> ‘ +
Actividad inhibidora de la recaptacion de dopamina +

Fig. 2.3.1. Nota: +: baja; ++: moderada; +++: alta. Elaborada a partir de Richelson (1987); Cuosak y
cols., (1994); Brunello y Racagni (1998) y Azanza (2000).

La afinidad de la amitriptilina por los receptores histaminérgicos H; afiade sensacion
de fatiga y descoordinacién psicomotora a personas deprimidas cuya capacidad de alerta
y de procesamiento de la informacion ya estan mermadas. En la Fig. 2.3.2. observamos
la afinidad de la amitriptilina por el receptor H; comparada con otros antidepresivos. La
sensacion de fatiga y aturdimiento son un obsticulo no sélo para determinar con
claridad a qué obedecen los problemas cognitivos en un test sino también para la vida
social del enfermo, cuyo tiempo de reaccion para muchas situaciones cotidianas esta
enlentecido (Hindmarch, 1999). Los receptores H; también estan parcialmente

relacionados con el control de la ansiedad (Yanai y cols., 1998).

La liberacion de monoaminas y ACh puede estar directamente modulada por el
receptor H3 de la histamina, que actia como heteroreceptor. Algunos farmacos que
afectan a estos receptores muestran caracteristicas similares a determinados
antidepresivos. Ademds se ha observado que el estrés disminuye el numero de
receptores Hj en el cerebro de ratas, mientras que la amitriptilina no so6lo revierte este
proceso sino que aumenta la densidad de este receptor en las ratas controles (Slattery y

cols., 2004).
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Fig. 2.3.2. Afinidad de la amitriptilina por el receptor H; comparada con otros antidepresivos. La
potencia esta expresada como el inverso de la constante de disociacion del equilibrio Ky multiplicada por

un factor de 107 (Tomada de Richelson, 2003).

En el apartado 3.2.3 (sistemas de neurotransmision que intervienen en la memoria)
nos centraremos en este sistema de neurotransmision y su mediacion en los efectos

producidos por la amitriptilina.
ACETILCOLINA
Afinidad por los receptores muscarinicos

El bloqueo de los receptores colinérgicos muscarinicos es el que provoca sequedad
de boca, estrefiimiento, excesiva sudoracion, taquicardias, vision borrosa y retencion
urinaria, siempre en funcion de la dosis, la edad y la susceptibilidad del paciente al
farmaco (Del Rio, 1997). Si el paciente ya padecia alguno de estos sintomas, los efectos
anticolinérgicos lo empeoran. La amitriptilina también tiene efectos a nivel cognitivo
(Richelson, 1987) y de hecho, es el antidepresivo mas estudiado en relacion a estos
procesos (Thompson, 1991; Amado-Boccara y cols., 1995). Estos efectos secundarios
antimuscarinicos son frecuentes y aparecen antes de alcanzarse el efecto antidepresivo.
A menudo se produce tolerancia si el tratamiento prosigue, y son menos molestos si el
tratamiento se inicia con dosis pequefias y se incrementan gradualmente, aunque ello

retrase la respuesta clinica (Sweetman, 2003).
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Potencia anticolinérgica

La amitriptilina es el antidepresivo triciclico mas anticolinérgico que se conoce a
partir de investigaciones realizadas en seres humanos tanto in vitro (Richelson y Nelson,
1984; Richelson, 1987; Cusak y cols., 1994) como in vivo (Warrington y cols., 1989) y
aun a dosis bajas (Richelson, 2003).

NORADRENALINA

Afinidad por los receptores adrenérgicos (a1 y a2 )

La amitriptilina es un antagonista a nivel agudo de los receptores adrenérgicos o]

postsinapticos (Cusak y cols., 1994) y de los P-adrenérgicos en la corteza frontal
(Richelson y Nelson, 1984), lo que puede provocar hipotension postural (mareos y
caidas) (Richelson, 1987) sobre todo en los ancianos (Gareri y cols., 2000). La sedacion

se deriva sobre todo del bloqueo de los aj receptores (Del Rio, 1997), aunque su

administraciéon aguda también bloquea los receptores o, presinapticos pero de manera
mas moderada lo cual refuerza el bloqueo de la recaptacion de NA (Cusak y cols.,

1994).
Actividad inhibidora de la recaptacion de noradrenalina

La amitriptilina es un antidepresivo debido a su accidon sobre este sistema de
neurotransmision pero esto también produce, ocasionalmente y sobre todo en los
ancianos, taquicardias, hipotension ortostatica, arritmias, sincopes y trombosis.
(Richelson, 1987), efectos propios de un agente simpaticomimético que, si actia junto
con los efectos anticolinérgicos puede bloquear el componente parasimpatico del

sistema nervioso autonomo (Cookson, 1993).
SEROTONINA
Afinidad por los receptores serotoninérgicos

El estudio in vitro en tejido cerebral humano de la amitriptilina ha permitido

determinar su gran afinidad por los receptores 5-HT7 (Richelson, 1987; Cusak y cols.,

1994), por los receptores 5-HT1 A y 5-HTp (Pélviméki y cols., 1996) y los 5-HTg y
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5-HT7 (Sebben y cols., 1994). El bloqueo de la amitriptilina de los receptores

serotoninérgicos es el responsable, entre otros, del insomnio, de la hipotensioén
(Richelson, 1987) del aumento del apetito y del aumento de peso tras la administracion
cronica en humanos (Sachs y Guille, 1999; Fava, 2000), aunque este efecto no se ha

obtenido en ratas (Nobrega y Coscina, 1987).
Actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina

La accion de la amitriptilina sobre la recaptacion de 5-HT le confiere su capacidad
antidepresiva, junto con la inhibicion de la recaptacion de NA (Richelson, 1987), lo que

ademads provoca nduseas, dolores de cabeza y diarrea (Cookson, 1993).
DOPAMINA
Afinidad por los receptores dopaminérgicos D,

El bloqueo de los receptores D, es uno de los principales responsables de los efectos
sexuales, de acatisia, temblores y de los cambios endocrinos que se dan en la depresion.
La accion de la amitriptilina es débil en comparacion con la ejercida sobre otros

receptores (Richelson y Nelson, 1984; Richelson, 1987; Cusak y cols., 1994).
Incremento de DA cerebral

La administracion de amitriptilina incrementa levemente la liberacion de DA en el

nucleo accumbens al bloquear los receptores 5-HT, . (Di Matteo y cols., 2000, 2001)

que puede derivar en una débil activacion psicomotora (Richelson, 1987). Huzarska y
cols. (2006) comprobaron que la administracion tanto de amitriptilina, mirtazapina

como de sertralina incremento la dopamina en el cerebro de ratas.

Los antidepresivos triciclicos tienen una gran toxicidad y una masiva ingestion
pueden suponer una dosis letal. En estudios realizados en varios paises, se ha podido
comprobar que los suicidas, y sobre todo, las mujeres suicidas, escogen los
antidepresivos (solos o con alcohol) para morir, y la amitriptilina fue uno de los
antidepresivos mas empleados, junto con la fluoxetina y la mianserina, quizas porque

también son de los mas recetados (Miiller-Oerlinghausen y Berghofer, 1999).
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3.1- INTRODUCCION

El que un organismo vivo adquiera los comportamientos necesarios para sobrevivir
en un mundo complejo y
potencialmente peligroso depende
del desarrollo de las funciones de su
cerebro. Todas las funciones de las
que es capaz el cerebro humano son
fruto de las interacciones entre la
genética y el ambiente, y las formas
en las que el ambiente incide en el

desarrollo de las funciones cerebrales

son fundamentalmente el aprendizaje

y la memoria (Baddeley, 1994). “La persistencia de la memoria”, Dali, 1931

El interés en el estudio del aprendizaje y la memoria ha acompafiado siempre al ser
humano. Ya en la Grecia Antigua, Platon consideraba la memoria como una tabla de
cera en la que se graba una huella que permanece mejor cuanto mas intensamente se
haya marcado la sefial. Aristoteles fue el creador de las leyes del asociacionismo,
afirmando que las ideas que se dan juntas tienden a asociarse, y determinando que la
recuperacion de la informacion se hacia por medio de tres principios: similaridad,

contraste y contigiiidad.

El comienzo de los estudios sobre el aprendizaje y la memoria hay que adjudicarlo a
los asociacionistas ingleses y a Ribot (1882), que con sus estudios con pacientes
amnésicos, formul6 la ley de la regresion: las memorias mas antiguas son mas estables
y menos sujetas a interferencia que las adquiridas mdas recientemente. Los
asociacionistas ingleses (Hartley, J. Mill y J. S. Mill), con el establecimiento de las

condiciones por medio de las que unas ideas se componen de otras, fueron el caldo de
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cultivo decisivo para convertir los estudios filoséficos de los procesos de aprendizaje y

memoria en estudios cientificos (Algarabel y Soler, 1991).

Fue Herman Ebbinghaus (1879) quien, impresionado por la aplicacion del método
cientifico al estudio de la sensacion y la percepcion que realizaron Wundt y Fechner,
quiso aplicar el mismo método al estudio de la memoria (Baddeley, 1983). Ebbinghaus
pretendia estudiar los factores que rigen el aprendizaje repetitivo y la retencion de
material muy simple por un sujeto bajo condiciones rigurosamente controladas. Utilizo
como material silabas aisladas sin sentido con las que hizo listas que el sujeto (el propio
Ebbinghaus) leia en voz alta a una velocidad de 150 silabas por minuto hasta conseguir
retenerlas. La capacidad de la memoria humana es sin duda enorme. Ebbinghaus
estudid las tasas de aprendizaje y olvido, estableciendo de esta forma los limites de la
memoria y formulando la hip6tesis del tiempo total: la cantidad de aprendizaje es
directamente proporcional al tiempo total dedicado a ¢él, independientemente de su
distribucion. Mientras que la tasa de aprendizaje, pues, es lineal, la del olvido no lo es,
ya que se olvida a mayor velocidad lo aprendido durante las 24 horas posteriores al
momento del aprendizaje, para olvidar después de forma menos brusca. A partir de sus
estudios, otros investigadores comenzaron a interesarse por la memoria, tanto en seres

humanos como en animales (Milner y cols., 1998).

Bartlett (1930) critico el
trabajo de Ebbinghaus por
limitarse a una situacion de
aprendizaje muy artificial y
repetitiva. La repeticion de
silabas sin sentido poco tiene
que ver con el aprendizaje
que tiene lugar en la vida
real. Bartlett se centrd en la

reproduccion  serial, método

que consistia en presentar al

sujeto un material (por

“Desintegracion de la persistencia de la memoria”, Dali, 1952-4

ejemplo un relato) que debia

intentar recordar en varias ocasiones. Cuando se le pedia al sujeto que lo recordara al
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cabo de meses, se producian transformaciones de los detalles por otros mas familiares al
sujeto (por ejemplo, olvido de caracteristicas de la historia que no le parecian
congruentes). Bartlett sugirid6 que nuestro conocimiento del mundo se compone de un
conjunto de modelos o esquemas basados en la experiencia pasada. Cuando intentamos
aprender algo nuevo, basamos nuestro aprendizaje en los esquemas ya existentes.
Cuando éstos entran en conflicto, aparecen distorsiones para hacerlos mas coherentes.
Tanto el aprendizaje como el recuerdo se conciben como procesos activos que implican

esfuerzo por encontrar un sentido.

El estudio de la memoria permanece dividido entre la insistencia en la simplificacion
de Ebbinghaus (con el peligro correspondiente de falta de aplicacion a la complejidad
del ser humano) y el énfasis de Bartlett en la complejidad de la memoria humana (con
su peligro de imposibilidad de comprobacion). Un modelo sencillo que nos permite
simplificar el proceso de aprendizaje es aquel en el que el aprendizaje se consolida y a

través de la repeticion pasa a la memoria a largo plazo.

En esta época la ciencia también estaba muy interesada en el funcionamiento de las
neuronas. Investigadores como Ramon y Cajal (1894) o Sherrington (1897) publicaban
los resultados de sus conocidisimos trabajos en materia de plasticidad sinaptica que, en
la actualidad, son la base de muchas investigaciones relacionadas con el aprendizaje y

la memoria.

Hemos visto algunos inicios en el estudio del aprendizaje y la memoria. En este
capitulo veremos diferentes estudios en los que se proponen algunas clasificaciones de

aprendizaje y memoria y se profundiza en las bases bioldgicas de estos procesos.
3.2- MEMORIA

Antes de estudiar las diferentes formas en que memorizamos un aprendizaje

recordaremos los tipos de aprendizaje que realizamos.

El aprendizaje se puede clasificar en cuatro grandes tipos: aprendizaje perceptivo,

aprendizaje estimulo-respuesta, aprendizaje motor y aprendizaje relacional:

Aprendizaje perceptivo:

57



Capitulo 3- Memoria

Es la capacidad para reconocer estimulos presentados con anterioridad, y
distinguirlos de otros similares. La principal funcion de este tipo de aprendizaje es la
identificacion y categorizacion de objetos y situaciones. Es imprescindible para realizar
otros tipos de aprendizajes, ya que no se puede sacar provecho de la experiencia si no

somos capaces de reconocer ante qué situacion nos encontramos.

Kluver y Bucy (1939) iniciaron el estudio del aprendizaje perceptivo visual en
monos. Observaron que la lesion del 16bulo temporal provocaba una ceguera psiquica
en los monos: veian, pero no reconocian lo que veian. Mishkin y Delacour (1975)
elaboraron una prueba de reconocimiento visual en la que, para obtener un refuerzo, el
mono debia elegir de entre dos objetos el que no habia visto anteriormente. Esta tarea,
que exige conservar en la memoria un objeto para luego reconocerlo, evitarlo y tomar
un nuevo objeto, la realizan con éxito los monos normales. En cambio, los que han
sufrido ablaciones del sistema limbico no son capaces de llevarla a cabo y responden al
azar. Como en el hombre, esta deficiencia se observa cualquiera que sea la region
limbica lesionada: l6bulo temporal medial, diencéfalo medio o 16bulo frontal medial. El
reconocimiento seria consecuencia de la activacion de un largo y complejo bucle
neuronal que uniria las &areas neocorticales (donde se elaboran las percepciones
sensoriales: en este caso serian las visuales) y el sistema limbico (Meunier y cols., 1993,

1997, 2002).
Aprendizaje estimulo - respuesta:

Es la capacidad para realizar un tipo especifico de conducta ante un determinado
estimulo. Implica por tanto el establecimiento de conexiones entre los circuitos

involucrados en la percepcion y los involucrados en el movimiento.

Este tipo de aprendizaje incluye dos de los mas estudiados: el condicionamiento

clasico y el condicionamiento operante o instrumental.
Condicionamiento clasico:

Es una forma de aprendizaje en la que un estimulo no significativo adquiere las
propiedades de uno significativo. Implica una asociaciéon entre dos estimulos. En
funcion de la naturaleza del estimulo condicionado, el condicionamiento puede ser de

dos tipos:
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Condicionamiento apetitivo:

Aquél en el que el estimulo utilizado para suscitar la conducta es un estimulo
apetecible (por ejemplo, la administracion de comida). Pavlov (1927) estudid las
secreciones salivares de los perros de su laboratorio cuando hacia sonar un diapason,
tras asociar el sonido del diapason con la administracion de la comida. La comida seria
un estimulo incondicionado (EI), ya que provoca una respuesta (respuesta
incondicionada, RI) instintiva, fisiologica, que no es producto de la experiencia, en este
caso es la salivacion. El sonido del diapason es en principio un estimulo neutro, que tras
ser asociado con la comida pasa a producir por si solo una salivacion (siendo entonces
el sonido del diapasén el EC, y la salivacion la respuesta condicionada, RC) muy

parecida a la producida por la presentacion de comida (Garcia-Hoz, 2003).
Condicionamiento de defensa:

Aquél en el que el estimulo utilizado para suscitar la respuesta es un estimulo
aversivo que produce la evitacion por parte del animal. Bechterev (1913) aplicaba una
descarga eléctrica (EI) en las patas delanteras de animales suscitando una flexion de las
patas (RI) con la descarga. Tras sucesivos emparejamientos de un sonido (EC) con el EI

se producia la flexién (RC) sin necesidad de aplicar la descarga (Haas, 2001).
Condicionamiento operante o instrumental:

Mientras que el condicionamiento clasico implica respuestas automaticas tipicas de
la especie (como la salivacion), el condicionamiento instrumental implica respuestas
aprendidas. También se diferencian en que, mientras el condicionamiento cldsico
implica la asociacion entre dos estimulos, el instrumental implica la asociacion entre
una respuesta y un estimulo. Permite que un organismo adapte su conducta en funcioén

de las consecuencias de ésta.

En este campo surgio el primer estudio de aprendizaje animal aplicando el método
experimental de la mano de Thorndike (1898). Thorndike utilizé en sus experimentos
las llamadas "cajas-problema”, en las que los animales experimentales (gatos) tenian
que aprender a golpear un pestillo si querian obtener comida. El establecié que la
conducta animal podia cambiar como consecuencia de la experiencia. La primera vez

que los gatos golpeaban el pestillo y conseguian coger la comida, lo hacian por azar.
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Las veces siguientes realizaban la conducta por aprendizaje: la conducta del animal es
un instrumento para conseguir la consecuencia deseada (comida). Thorndike propuso la
denominada "Ley del efecto", segin la cual cuando una respuesta es reforzada, tendera

a repetirse en el futuro.

También este condicionamiento puede ser apetitivo o de defensa, en funcion de si el
estimulo que evoca la respuesta es apetitivo o de defensa. Si es apetitivo, el animal
realizara la conducta para obtener el estimulo; si es de defensa, aprendera a realizarla

para escapar de un estimulo aversivo.

En este condicionamiento, el EI es el reforzador, el que aumenta la probabilidad de
respuesta, ya sea proporcionandoselo al animal (comida, como en el caso de la caja-
problema de Thorndike), o retirandoselo (descarga eléctrica). La RI es la respuesta
instintiva, fisiologica, como la salivacion producida por la comida o la flexién. E1 EC no
es necesario que aparezca en este condicionamiento. Es un estimulo que senalaria la
disponibilidad o no del reforzamiento (por ejemplo, una luz roja que se encienda para
decirle al animal que si aprieta la palanca en ese momento, se abrird la puerta). La RC
es la que se le pide al animal que realice (apretar una palanca) y va seguida por el
reforzador (comida u omisién de la descarga eléctrica). La RC no guarda ninguna
relacion con la RI, relacion que si existia en el caso del condicionamiento clasico

(Leslie, 2006).
Aprendizaje motor:

Es una forma especifica del aprendizaje estimulo-respuesta que solo implica cambios

motores.

Resumiendo, se puede considerar el aprendizaje perceptivo como el establecimiento
de cambios en los sistemas sensoriales cerebrales, al aprendizaje estimulo-respuesta
como el establecimiento de conexiones entre los sistemas sensoriales y los motores, y el
motor como el establecimiento de cambios en los sistemas motores. En una determinada
situacion de aprendizaje pueden intervenir en diferentes grados estos tres tipos de
aprendizaje. Por ejemplo, en el condicionamiento operante se aprende a realizar
determinada conducta para conseguir el refuerzo o evitar algo aversivo. Si se trata de

una conducta que no hemos hecho nunca, lo haremos de forma lenta y torpe. Debe
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producirse un aprendizaje motor para que la respuesta sea cada vez mas rapida y

automatica.
Aprendizaje relacional:

El aprendizaje de relaciones es mas complejo que los tipos de aprendizaje vistos
anteriormente e incluye todos los tipos de aprendizaje restantes. Es la capacidad de
recordar las relaciones entre estimulos individuales y de aprender las secuencias de
estos estimulos o acontecimientos. En ¢l encontramos una implicacion de todas las

modalidades sensoriales. Algunos aprendizajes incluidos en esta categoria son:
Aprendizaje espacial:

La percepcion de la localizacion espacial implica también el aprendizaje de las
relaciones entre muchos estimulos: implica aprender a reconocer cada uno de los
objetos presentes y la localizacion relativa de esos objetos entre si y respecto al

observador.

En la actualidad se sabe que los animales (al igual que las personas) no solo tienen la
habilidad de definir lugares especificos dentro de su entorno, sino que también pueden
integrar la informacion de varios lugares en un mapa cognitivo (Tolman, 1948). Un
mapa cognitivo seria una representacion semejante a un mapa que sirve como marco de
referencia para organizar las entradas sensoriales y que se percibe como inmovil a pesar

de los movimientos del organismo (O 'Keefe y Nadel, 1978).

Una ventaja que presentan los mapas cognitivos es que permiten que un animal
seleccione una ruta alternativa para llegar a la meta que persigue. Otra ventaja es que le
puede ayudar a dar rodeos para bordear obstaculos. Sera este tipo de aprendizaje el que
estudiaremos mas detenidamente a nivel neuroanatoémico y neuroquimico en el siguiente

apartado.
Aprendizaje observacional:

Requiere que recordemos lo que hace la otra persona, la situacion en que se lleva a

cabo esta conducta y la relacion entre los movimientos de la otra persona y los nuestros.
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3.2.1- TIPOS DE MEMORIA

Como vimos anteriormente la memoria es la capacidad de recordar experiencias
pasadas, e implica la existencia de un aprendizaje, del mismo modo que no hay

aprendizaje a menos que la memoria lo haya recuperado posteriormente.

Se han realizado diferentes clasificaciones de la memoria, entre las que destacan las

siguientes:
Memoria Episddica / Memoria Semantica:

En la distincion hecha por Tulving (1972) entre estos tipos de memoria, la memoria
episodica "es un sistema que recibe y almacena informacion sobre episodios o hechos
que ocurren temporalmente, y sobre las relaciones temporales entre ellos, sin que por
ello no deje de tener una importancia decisiva el sistema semantico en el

almacenamiento y posterior recuperacion de la memoria".

La memoria episddica es un tipo de memoria autobiogréfica, necesaria para aquello
que sucede en un contexto espacio-temporal concreto y que nos permite conservar
experiencias personales. La memoria semantica seria "la memoria necesaria para el
conocimiento organizado que una persona posee sobre las palabras y otros simbolos, su
significado y referentes, sus relaciones y sobre las reglas, férmulas y algoritmos para la
manipulacion de los simbolos, conceptos y relaciones" (Tulving, 1972). Esta memoria
es mas genérica que la anterior y hace referencia al conocimiento que se tiene del
mundo. Sin embargo ninguna de las definiciones dadas puede ser generalizada
interespecies, por lo que es necesario un progreso en su estudio (Hampton y Schwartz,

2004).
Memoria a Corto Plazo / Memoria a Largo Plazo:

En el estudio de la memoria han tenido gran importancia los llamados "modelos
multialmacén", en los que se proponia la existencia de distintos almacenes de memoria,
separados entre si, pero envidndose informacion entre si. Tras las aportaciones
realizadas por William James al distinguir entre memoria primaria y secundaria fueron

Atkinson y Shiffrin, en 1968, los que propusieron la division entre estos tipos de

62



Capitulo 3- Memoria

memoria: memoria a corto plazo (MCP) y memoria a largo plazo (MLP) (Atkinson y

Shiffrin, 1971; Algarabel y Soler, 1991).

En la investigacion posterior se ha utilizado la distincion entre la MCP y la MLP,
considerandose la primera como un almacén que recibe y procesa la informacion de
estimulos acabados de percibir. Podemos recordar una informacioén durante el tiempo
que queramos repitiéndola constantemente. Sin embargo, si dejamos de repetirla
dependera el que la recordemos o no de que haya sido almacenada en la MLP mediante

la consolidacién (ver Fig. 3.2.1.).

Asi pues, la MCP retiene la informacion durante un tiempo (entre 15 y 30 segundos)
y cantidad (7 = 2 items) limitados. La informacion acumulada en un principio en la
MCP pasaria después a la MLP, que es el almacén permanente de la informacion con
capacidad ilimitada, realizdndose asi una consolidacion de lo aprendido paralelamente a

cambios estructurales que se producen en sinapsis cerebrales.

Consolidacion
Informacion Memoria a Memoria a
. —» >
Sensorial corto plazo largo plazo
Repeticion

Fig. 3.2.1. Modelo simple del proceso de aprendizaje.

Algunos investigadores han propuesto la existencia de una tercera memoria: la
memoria intermedia, que tendria lugar entre la MCP y la MLP. Seguin esta hipotesis,
existirian al menos tres estados secuencialmente dependientes de la formacion de la
memoria, cada uno de ellos dependiente de distintos procesos neuroquimicos

(Rosenzweig y cols., 1993).
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Sin embargo, en un interesante estudio se evalué la MCP y la MLP alas 1.5 hy a las
24 h (respectivamente) de la realizacion de un aprendizaje de evitacion inhibitoria tras
la administracion de sustancias deteriorantes para determinar si la MCP es una memoria
diferente a la MLP o solo es una fase previa y necesaria para que se dé la segunda
(Izquierdo y cols 2002). De este estudio se concluyd que la MCP es una forma de

memoria cuyos mecanismos difieren de la MLP.

Como se desprende de los estudios mencionados no hay acuerdo de si la MCP es un
paso necesario para la formacion de la MLP, ni sobre la duracion de la MCP (desde

unos segundos hasta unas pocas horas).
Memoria Declarativa o Explicita / Memoria No-Declarativa o Implicita:

Las memorias declarativas (también llamadas explicitas o relacionales) implican la
asociacion de una serie de estimulos simultaneos acerca de un suceso ocurrido en un
tiempo y lugar determinados, proporcionando familiaridad a este suceso. Son aquellas
necesarias para la evocacion consciente de hechos, acontecimientos o estimulos

especificos que son relatados por el sujeto.

Las memorias no declarativas o implicitas incluyen tipos de aprendizajes
perceptivos, de estimulo-respuesta (como los condicionamientos) y motores sobre los
que no somos necesariamente conscientes. Las memorias no declarativas parecen operar
de manera automatica y no requieren un intento deliberado de memorizar algo (Carlson,
2005). Investigaciones realizadas con pacientes amnésicos y con animales (monos,
ratas...) han demostrado la existencia de estos dos tipos de memoria y que dependen de

estructuras anatdmicas diferentes.

Se ha propuesto una clasificacion que engloba las descritas hasta aqui. En ella se
haria una primera division de la memoria entre MCP y MLP. Dentro de la MLP se
encontraria la memoria declarativa (subdividiéndose en memoria episodica y semantica)
y la memoria no declarativa, incluyendo en ella habilidades, habitos, condicionamientos
y priming (el priming consiste en facilitar la recuperacion de informacion mediante la

presentacion parcial de la misma) (Squire y cols., 1993).

El estudio de los tipos de memoria se encuentra ineludiblemente ligado al estudio de

las bases anatomicas del aprendizaje, ya que no puede realizarse un aprendizaje sin un
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lugar en el que se realice el proceso. Segun Morgado (2005) la memoria implicita es una
memoria de habitos, inconsciente y rigida, que radica en las mismas regiones cerebrales
que procesan informacion sensoperceptiva, motora y emocional, como la neocorteza, el
neoestriado, el cerebelo o la amigdala. La memoria explicita o declarativa es una
memoria relacional, consciente y flexible que depende del sistema hipocampal. La
memoria de trabajo es un sistema de cognicion ejecutiva basado en interacciones entre
la corteza prefrontal y otras regiones cerebrales. De hecho, esta Gltima parece consistir
en un sistema general de control cognitivo y de procesamiento ejecutivo que guia el
comportamiento y que implica interacciones entre los diversos procesos mentales

(atencidn, percepcion, motivacion, emociones y memoria).
3.2.2- ANATOMIA DE LA MEMORIA

Se han utilizado varias técnicas para estudiar las bases anatomicas del aprendizaje.
Entre ellas encontramos numerosos estudios realizados con lesiones. Las lesiones
pueden ser bien quirtrgicas, bien quimicas, mediante el uso de neurotoxinas como la 6-
hidroxidopamina. También se ha utilizado para el estudio de las bases neuroanatomicas
y neuroquimicas del aprendizaje y la memoria la administracion de farmacos, que en
funciéon del momento en que se administran pueden alterar una fase u otra del

aprendizaje (adquisicion, consolidacion, recuperacion).
1- PROSENCEFALO:

1.1- Telencéfalo

Neocorteza

Para Gaffan (2001) un sistema de memoria seria un area cortical especializada cuya
unica y esencial funcion fuera la memoria, pero reconoce que quizés la memoria no
tenga una funcion localizada en la corteza cerebral. Las areas relevantes para la
memoria declarativa son el hipocampo y las estructuras del 16bulo temporal medial
junto con la corteza cerebral (Eichenbaum y cols., 1996). Los pacientes con lesiones en
la corteza prefrontal tienen dificultades para recordar la secuencia temporal de los
acontecimientos (Wood y cols., 2000). Sus conexiones con las areas corticales motoras,
ademas de las sensoriales, permiten la planificacion y adaptacion de la conducta a las

informaciones que se reciben en ese momento (memoria de trabajo) (Eichenbaum y
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cols., 1996; Arnsten, 1998). También la corteza de asociacion en sus distintas
modalidades sensoriales es esencial para el reconocimiento de objetos (Carlson, 1999).
Squire y Zola (1996) postulan que las areas corticales adyacentes a la formacion
hipocampal son una parte esencial del sistema del 16bulo temporal medial que sostiene
la memoria declarativa. El estudio con técnicas de neuroimagen refleja que la corteza
lateral, parietal medial, giro frontal medial dorsal y la corteza prefrontal anterior
responden mas a las palabras estudiadas que a las nuevas (recuerdo explicito), mientras
que la corteza temporal izquierda, el giro frontal inferior dorsal y ventral responden
menos a las estudiadas que a las nuevas (en el recuerdo implicito) (Donaldson y cols.,
2001). En la mayoria de los estudios se describe que es en la corteza cerebral donde la
informacion adquirida y guardada temporalmente en el hipocampo se establece de
forma permanente (Matynia y cols., 2001). Tanto la corteza prefrontal como la
amigdala son dos componentes vitales del circuito que sustenta las emociones en el

cerebro (Davidson e Irwin, 1999).

Lesiones restringidas a determinadas zonas del neocortex son las responsables de las
amnesias focalizadas en humanos. Cada zona del neocortex es importante para
determinado tipo de percepcion, de manera que su lesion deterioraria un tipo

determinado de aprendizaje perceptivo (por ejemplo, el lobulo occipital para los

recuerdos visuales) (Meunier y cols, 1993). Asi, la corteza cerebral estd implicada en la

memoria sensoperceptiva (y a través de sus conexiones, con otros tipos de memoria).

El 16bulo inferotemporal es esencial para la memoria de estimulos visuales concretos

y para el reconocimiento visual de objetos complejos. Los estudios de Mishkin con
monos demuestran que el deterioro en esta corteza hace que respondan de manera
azarosa en una tarea demorada de apareamiento con la muestra (es incapaz de distinguir

qué objeto de entre dos se le habia presentado con anterioridad) (Carlson y cols., 2005).

El l6bulo parietal posterior, como se vio en el apartado anterior, se relaciona con

percepcion espacial, y su lesion produce deterioro en tareas como la navegacion (Kolb y

Walkey, 1987).

El ya clésico estudio del paciente H. M fue muy importante para comprender el
papel de determinadas estructuras en la memoria, asi como la distinciéon entre la

memoria declarativa y la no declarativa (Gabrieli y cols., 1998). Este paciente sufrié una
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ablacion quirtirgica bilateral del 16bulo temporal medial, que incluy6 grandes porciones

del hipocampo y del nucleo amigdalino, asi como zonas de corteza de transicion de la
informacion adyacentes (esta operacion era aplicada a psicdticos y, como en este caso, a

pacientes con epilepsia).

Este paciente manifestd desde ese momento una incapacidad para realizar nuevos
aprendizajes (amnesia anterdgrada), sin que se viese tan alterada su capacidad para
recordar acontecimientos que habian ocurrido anteriormente a la lesion (amnesia
retrograda). H. M. no podia recordar acontecimientos de la vida cotidiana, como

reconocer imagenes que habia visto minutos antes (Meunier y cols., 1993).

Sin embargo, al estudiar con mas detalle al paciente H. M., se observd que la
incapacidad de aprendizaje no era total (Milner, 2005). Podia realizar aprendizajes
perceptivos, estimulo-respuesta y aprendizajes motores. A pesar de ello era incapaz de
recordar nada de cuando aprendio las tareas: ni a los experimentadores, ni la habitacion,
ni aparatos utilizados, ni siquiera el hecho de que habia realizado determinado
aprendizaje. Asi pues, la amnesia anterograda afecta a las formas mas complejas de
memorias declarativas: las memorias acerca de episodios concretos (episodicas). La
amnesia anterdgrada consiste en una pérdida de la capacidad para aprender relaciones
entre estimulos (aprendizaje relacional), incluido el tiempo y el lugar en el que
ocurrieron (Carlson, 2005). No solo el hipocampo es el responsable de la amnesia, las
cortezas entorrinal, la perirrinal y la parahipocampal tienen también un papel importante

en los mecanismos de la memoria (Zola, 1998).

Acorde con estas conclusiones, Shrager y cols. (2006) observaron en cuatro
experimentos que tanto pacientes con ldébulo temporal danado como pacientes con
l6bulo temporal e hipocampo dafiados realizaron igual que los controles pruebas en las
que se evaluaba la percepcion visual. El paciente E.P. tenia lesionados los lobulos
temporales mediales por una encefalitis (incluyendo la amigdala, el hipocampo y la
corteza entorrinal); €l conservaba la memoria inmediata, la no declarativa y recuerdos
de su infancia, pero tenia amnesia anterograda y retrégrada para los hechos y
conocimientos personales semanticos. Este paciente E.P. constituye un segundo ejemplo
de profundo deterioro en la memoria, aunque por diferente etiologia, en este caso tras

quedar lesionado el l6bulo temporal por la encefalitis (Stefanacci y cols., 2000).
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Se ha observado que los animales también pueden padecer amnesia anterograda tras
lesiones o deterioro hipocampal, como se verd en proximos apartados. En el caso de
animales no puede hablarse de memoria declarativa ya que no son capaces de hablar,
por lo que hay que ir més alla de la distincion entre verbal y no verbal para comprender
qué funciones se han alterado. Por ello hablaremos de aprendizaje relacional y no de

memoria declarativa.

La corteza parietal aporta la informaciéon que la formacion hipocampal necesita.

McNaughton y cols. (1989) registraron neuronas individuales de la corteza parietal y
hallaron que codificaban informacidon espacial aportada por los movimientos que
realizaba la rata: al girar hacia determinado lado respondian determinadas neuronas.
Propusieron que el hipocampo utiliza esta informacién para detectar la situacion de la

rata cuando las sefiales externas no son visibles.

La enfermedad de Alzheimer es la causa mas comun de demencia y conlleva una
degeneracion neuronal importante, con la creaciéon de ovillos neurofibrilares en el
citoplasma neuronal y de placas amiloideas (neuronas en degeneracion con la proteina
anormal amiloidea) sobre todo en la corteza temporal, parietal y frontal, en el 16bulo

temporal medial y en el encéfalo basal anterior (George-Hyslop, 2001).

El 16bulo frontal, en otros estudios, parece fundamental para la memoria episddica
(Schacter y cols., 1998), ya que su lesion afecta a la solucion de problemas (Gabrieli y
cols., 1998). Murray y Bussey (2001) sostienen que las nuevas memorias son
almacenadas en las estructuras del 16bulo temporal medial a corto plazo pero que luego

se reorganizan y consolidan en la neocorteza hasta consolidarse a largo plazo.

Ganglios basales (nucleo caudado, putamen, globo palido, nucleo subtalamico,

sustancia negra, amigdala)

Los ganglios basales representan a un conjunto de nucleos que participan en la
regulacion de los movimientos. Estan insertados en un circuito que se inicia en la
corteza cerebral y cuya salida es a través del tdlamo, de vuelta a la corteza cerebral. Es
decir, a pesar de estar involucrados con la actividad motora no se conectan directamente
con las neuronas motoras espinales. El ntcleo caudado y el putamen constituyen una

unidad llamada neostriatum o estriatum o cuerpo estriado, estructura que se considera la
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entrada al circuito de los ganglios basales. En €l parece que se almacenan los recuerdos
que se forman a lo largo de muchos ensayos para establecer relaciones sistematicas
entre los estimulos-respuestas y que acttia en paralelo junto con el hipocampo y la

amigdala (Ambrogi Lorenzini y cols., 1999).

La amigdala es vital para la consolidacion de la memoria emocional, como han
demostrado los estudios en los que su lesion la bloquea (Roozendaal y McGaugh, 1996;

McGaugh y cols., 1996; McGaugh, 2000; Roozendaal, 2000).

Para Torras y cols., (2001) la amigdala es un sistema modulador de la memoria en el
condicionamiento del miedo, en el que un estimulo neutro causa reacciones
emocionales debido a la asociacion con un estimulo aversivo. La amigdala modula el
almacenamiento de la memoria en otras regiones del cerebro, como el nucleo caudado y
el hipocampo. El papel de los glucocorticoides y de la epinefrina en la memoria
también esta mediado por la amigdala (McGaugh y cols., 1996; Roozendaal, 2000) asi

como la potenciacion a largo plazo (Maren, 1999).

La amigdala interviene en el reconocimiento de estimulos bioldgicos relevantes y en
la formacion de recuerdos obtenidos a partir de diferentes sentidos (aprendizaje
perceptivo). De ella depende el aprendizaje de respuestas emocionales. Uno de los
mecanismos de memoria implicita es el mecanismo del recuerdo emocional del miedo,
en el que participan el ntcleo amigdalino y zonas relacionadas. En situaciones
traumaticas los mecanismos implicitos y explicitos funcionan a la vez. Posteriormente,
si se estd expuesto a los estimulos que estaban presentes en el momento del trauma, lo
mas probable es que ambos mecanismos se vuelvan a activar: a través del mecanismo
del hipocampo se recordara (conscientemente y sin carga emocional) con quién se
estaba y qué se estaba haciendo en el momento en que el trauma ocurrid, y también se
recordara el miedo que se sintié (memoria de la emocidn). A través del mecanismo del
nucleo amigdalino los estimulos provocaréan la tension de los musculos, alteraciones en
la presion sanguinea y ritmo cardiaco, y secrecion de hormonas entre otras respuestas
fisicas y emocionales (LeDoux, 1999), se expresara memoria emocional, se sentira lo

que se sinti6 entonces.

La amigdala estd relacionada con los aprendizajes emocionales y con el

almacenamiento de memorias afectivas, por lo que posibilitaria la formacion de
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asociaciones entre estimulos y recompensas que ayudarian a establecer el significado
emocional de diferentes situaciones, tanto en animales como en seres humanos
(McGaugh y cols., 1996; Adolphs y cols., 1998; Morris y cols., 1998; Maren, 1999;
Garcia y cols., 1999; Torras y cols., 2001; Anderson y Phelps, 2001) y juega un papel
fundamental en los condicionamientos clasicos (Schafe y LeDoux, 2000; Wilensky y
cols., 2000). Nader y cols., (2000) han demostrado que tras la adquisicion de evitacion
inhibitoria, la consolidacion y la reconsolidacion se bloquean si se impide la sintesis de
proteinas con la administracion de anisomicina después de la adquisicion y antes de la

retencidn, respectivamente.
Formacion Hipocampal

La formacion hipocampal en los mamiferos es la estructura mas estudiada por su
claro papel en el aprendizaje y la memoria, ya que posibilita la consolidacion del
aprendizaje (Gluck y Myers, 1997). En el aprendizaje espacial es sin duda fundamental,
como lo han demostrado los diversos experimentos que se han llevado a cabo para

estudiarlo, tanto en el laberinto radial como en el laberinto de Morris (Squire, 1992).

La formacién hipocampal es una region especializada de la corteza limbica,
localizada en la zona profunda del 16bulo temporal medial (el hipocampo es una de las
paredes del ventriculo lateral, ver Fig. 3.2.2). Esta formada por la corteza entorrinal, el
complejo subicular, la circunvolucion dentada y el hipocampo (Cornu Ammonis, asta de
Amon), con sus cuatro divisiones (CA1l, CA2, CA3, CA4). El nombre del hipocampo
deriva de su forma curva, semejante a un caballito de mar (griego: Hippocampus) (ver
Fig. 3.2.3). El hipocampo es una parte importante del sistema olfatorio en las especies
inferiores de animales; en el hombre, pocas fibras olfatorias secundarias, o ninguna,
terminan en esta zona. Sin embargo, posee conexiones sustanciales con el hipotalamo,
que regula multiples actividades viscerales que influyen sobre la conducta emocional, y

con areas del 16bulo temporal que se creen asociadas a la memoria (Netter, 2005).

Es critico para el aprendizaje y la memoria al establecer extensas y reciprocas
conexiones con la neocorteza (Gluck y Myers, 1998; Lavenex y Amaral, 2000;
Rosenbaum y cols., 2001). Es esencial para la memoria declarativa en humanos, tanto

semantica como episodica (Squire, 1992; Eichenbaum y cols., 1996; Eichenbaum, 1997
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Hipocampo y trigono

Rodilla del cuerpo calloso
Septum pellucidum
Cabeza del nicleo caudado
Pilares anteriores del trigono
Estria terminal
Cuerpo del trigono
Pie del hipocampo
Talamo
Gancho
Pilares posteriores del trigonc
Circunvolucion del hipocamj
Circunvolucion dentada
Fimbria del hipocampo
Hipocampo
Comisura del trigono
Rodete del cuerpo calloso
Ventriculo lateral
Calcar avis o hipocampo menor

Asta posterior (occipital)
del ventriculo lateral

Cola del nicleo caudado

Plexo coroideo

Fimbria del hipocampo

Cintilla optica

Surco del
hipocampo,

Circunvolucion
dentada

Hipocampo

Alveus del
hipocampo

Ventriculo lateral

Fig. 3.2.3. Forma del hipocampo (tomada la ilustracién de Netter, 2005)
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y 1999; Gluck y Myers, 1998; Suzuki y Clayton, 2000; Rolls, 2000; Nadel y
Moscovitch, 1997, 2001; Cipolotti y cols., 2001; Eichenbaum, 2001).

Concretamente, el hipocampo media el recuerdo de la secuencia y el contexto de la
informacion de los eventos que componen la memoria episddica, identificando los
rasgos comunes entre episodios para unirlos, gracias a lo cual se puede generalizar e
inferir soluciones para nuevos problemas (Eichenbaum, 2001). Aunque su papel es mas
limitado que en los humanos, en los animales el hipocampo es relevante para el
aprendizaje relacional, espacial, olfativo y en los condicionamientos (Squire, 1992;

Eichenbaum, 1996 y 1999; Ambrogi Lorenzini y cols., 1999; Chan y cols., 2001).

Las lesiones del hipocampo confirman el paralelismo entre animales y humanos, ya
que en ambos habria amnesia para las memorias que necesitan claves contextuales
(Rosenbaum y cols., 2001). Aunque se creyd en principio que era el almacén de la
memoria, ahora se defiende que seria el almacén temporal de la informacion a
consolidar (Squire, 1992) que con el tiempo deja de ser esencial (Matynia y cols., 2001)
y que quizas la memoria: (1) es adquirida y temporalmente guardada en el hipocampo
pero gradualmente se independiza del hipocampo para ser guardada en otros sistemas de
manera permanente, (2) se guardaria en la corteza pero necesitaria la participacion del
hipocampo para su consolidacion y recuerdo mientras la memoria fuera todavia nueva,
0 (3) estaria guardada en el hipocampo y en la corteza cerebral. Sin embargo, para
Nadel y Moscovitch (1997), el hipocampo y las estructuras adyacentes siguen siendo el
almacén permanente de la informacion a través de la estabilizacion de diversas formas

de memoria guardadas en otras areas del cerebro (teoria del trazo multiple).

El hipocampo no es so6lo esencial para las primeras fases de la memoria sino también
para el recuerdo, en el que se generan nuevas codificaciones que también lo implican

(Nadel y Bohbot, 2001) y se activa para la memoria de reconocimiento (Redish, 2001).

La pérdida de volumen hipocampal asociada con la depresion explicaria los
problemas de memoria en estos trastornos (Sheline y cols., 1996; 1999) y podria ser el
resultado del incremento de la muerte neuronal por niveles anomalos de
glucocorticoides en las células piramidales CA3 del hipocampo (Sapolsky y cols., 1983;

1986; Sapolsky, 2000). Es en esta area donde también se ha descubierto la neurogénesis
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en cerebro de adultos (Gould y cols., 1998), nuevas células cuya funcion no se cefiiria a
afiadir memoria sino a “situar estratégicamente nuevos guardianes en la entrada de la

memoria” (Kempermann, 2002).

La variabilidad interindividual en la respuesta del sistema hipocampal puede ser
debida a factores de personalidad, e incluso puede que esté causada por diferencias
genéticas (Nyberg, 2005). Las principales aferencias de la formacion hipocampal estan
canalizadas a través de la corteza entorrinal (Gluck y Myers, 1998). Parece que su papel
es transitorio y temporal por cuanto distribuye la informacién a distintos lugares de la
neocorteza para su almacenamiento gradual y estar de nuevo a punto para adquirir
nueva informacion. En la neocorteza se producen cambios en las conexiones entre las
areas corticales que son las que permiten el almacenamiento duradero de la memoria

explicita (Squire y Zola, 1996).

También integra la informacion procesada por la amigdala y el hipocampo durante y
después de la adquisicion (Izquierdo y Medina, 1997a, Izquierdo y cols., 2006) y es

fundamental para la memoria de reconocimiento (Suzuki y cols., 1993).

La corteza entorrinal recibe inputs de la amigdala, de varias regiones de la corteza
limbicay de todas las regiones de neocorteza asociativa (directamente o a través de las
cortezas perirrinal o parahipocampal). Las neuronas de esta corteza llevan la
informacion aferente a través de la via perforada (que perfora la fisura hipocampal) a las
células granulares de la circunvolucién dentada. Estas neuronas de la circunvolucion
dentada envian axones al campo CA3 a través de las fibras musgosas, donde forman
sinapsis con las espinas dendriticas de sus neuronas piramidales. Estas envian axones al
CAl, donde sinaptan con otras neuronas piramidales. Estas a su vez envian axones al
complejo subicular, el cual envia a su vez axones a la corteza entorrinal, donde se inici6
el circuito. Del CAl y del subiculo se producen las principales eferencias, que llevan
informacion hacia las regiones de la corteza de asociacion donde se origind la

formacion de los inputs.

A través de la fimbria se proyectan axones también de la formacion hipocampal a

otras regiones como los cuerpos mamilares (Lavenex y Amaral, 2000) (ver Fig. 3.2.4).
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A la base del importante papel que desarrolla la formacién hipocampal en el
aprendizaje y la memoria se encuentra la capacidad de sus neuronas para producir la
potenciacion a largo plazo o LTP (long term potentiation). De hecho, las neuronas
piramidales del campo CA3 tienen caracteristicas diferenciales para realizarla (Gluck y
Myers, 1997). Esta LTP est4 basada en la teoria de Hebb, e implica un fortalecimiento
de determinadas sinapsis capaz de llevar a cambios postsinapticos morfolégicos y
bioquimicos, con produccion de nuevas sinapsis efectivas para el aprendizaje (Gluck y
Myers, 1997; Frey y Morris, 1997). Este incremento en las respuestas postsinapticas
(dependiente de los receptores NMDA del glutamato) puede permanecer durante
semanas o meses. Por otro lado, la existencia de depresion a largo plazo o LTD (long
term depression) permite la disminucion de la eficacia de una transmision que no sea

beneficiosa para la realizacion del aprendizaje.

Hacia el septum,
cuerpos
mamilares

Fimbrias

Ax6n
comisural
Schaffer

Axoén
colateral
Schaffer

Campo
CA3

Campo
CAl

Fibra
musgosa

Circunvo-
lucién
dentada
Ax6n de la
via
perforante
Complejo
subicular

Corteza
entorrinal

(b)

Fig. 3.2.4. Conexiones neuronales en la formacion hipocampal . (a) Corte. (b) Dibujo. 2004 Allyn and

Bacon.
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La importancia del hipocampo en el aprendizaje espacial se puso de manifiesto ya en
1971 cuando se observo mediante estudios de registro cerebral llevados a cabo en
células individuales del hipocampo que algunas células tenian una descarga mayor
cuando el animal mostraba cierta orientacion. Las diferentes neuronas respondian
cuando los animales estaban en localizaciones diferentes. Es decir, su tasa de descarga
variaba seglin la posicion del animal, por lo que recibieron el nombre de "células de

lugar hipocampales" (O'Keefe y Dostrovsky, 1971).

Las lesiones hipocampales deterioran la capacidad para distinguir entre
localizaciones espaciales y recordarlas. El laberinto de Morris requiere de un
aprendizaje relacional, ya que los animales deben aprender las relaciones entre los
objetos que se encuentran en la habitacidon para saber en qué lugar de una piscina se
encuentra oculta una plataforma que les permite escapar del agua, y que permanece
constante entre los ensayos. Mediante esta prueba se observd que las ratas con lesion
hipocampal tenian mayor dificultad para aprender la situacion de la plataforma,
encontrandola al azar y no por un aprendizaje previo de su posicion. El déficit en el
aprendizaje espacial producido por lesiones hipocampales es debido a una incapacidad
para aprender relaciones complejas entre estimulos (Morris y cols., 1982). También se
ha propuesto que la actividad fisica pueda regular la neurogénesis hipocampal, y como
consecuencia, la plasticidad sinaptica y el aprendizaje. En un experimento se comparo el
rendimiento en el laberinto de Morris de ratones que habian sido alojados en jaulas que
tenian ruedas de actividad con ratones control. Se observo que los primeros tenian un
mejor rendimiento en la prueba de aprendizaje espacial, ademds de encontrarse un
mayor numero de células en sus hipocampos y una mayor LTP en el giro dentado de la

formacién hipocampal (Van Praag y cols., 1999).

Se ha observado que la formacién de la memoria declarativa estd mediada por un
circuito cerebral compuesto por distintos componentes de la corteza cerebral, la region
parahipocampal y el hipocampo (Eichembaum, 1997). Aunque no se conoce con
exactitud el papel de cada estructura, si esta claro el papel fundamental que tiene el
hipocampo para la memoria declarativa en humanos. Nuevas aportaciones han
destacado que el hipocampo no tiene como Unica funcion la formacion de la memoria
espacial, sino que esta involucrado en la formacién de otros tipos de memoria, como en

condicionamientos (Eichembaum, 1996). La importancia del giro dentado viene
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determinada por su relacion con los subcampos hipocampales CA1 y CA3 en la amnesia
anterograda (Gabrieli y cols, 1998). Se sabe que la serotonina estimula la proliferacion
de neuronas en esta area (Gould, 1999) y que la administracion repetida de descargas
eléctricas en ratas (TEC) dobla el nimero de células creadas en esta area (Madsen y

cols., 2000).

La administracion en la corteza cingulada de antagonistas colinérgicos, de agonistas
gabaérgicos y serotoninérgicos deteriora la retencion de la memoria de varias tareas en
animales (Farr y cols., 2000). El fornix es la mayor proyeccion hipocampal subcortical,
cuyas lesiones tienen efectos leves en la memoria (Squire y cols., 1993). En animales,
la adquisicion de algunas tareas incrementa la fosforilacion hipocampal del CREB, pero
no en aquellos en los que el fornix estaba lesionado y a los que les fue imposible

aprender (Taubenfeld y cols., 1999).
1.2- Diencéfalo
Talamo, hipotalamo y cuerpos mamilares

El tdlamo es una estructura formada por varios nucleos subcorticales que forma parte
del diencéfalo. Recibe inputs tanto de la amigdala como del hipocampo. Entre sus
nucleos tiene especial relevancia el niicleo geniculado medial, cuya lesion deteriora el
aprendizaje de la respuesta emocional condicionada a estimulos auditivos (de hecho, la
mayoria de la informacién sensorial pasa por el tdlamo) (Meunier y cols., 1993). La
amnesia del sindrome de Korsakoff se caracteriza por una amnesia anterograda para los
recuerdos explicitos y una grave amnesia retrograda. Su estudio mostr6 que estan
dafiados los nucleos mediodorsales del tdlamo y, en algunos casos, los cuerpos
mamilares (Pinel, 2001), complejo de nucleos subcorticales cuya lesion deteriora el
aprendizaje de la respuesta condicionada a estimulos auditivos. Segin Squire y cols.,
(1993) el talamo medial y el l6bulo temporal medial (de quien recibe proyecciones)
juegan un importante papel en el aprendizaje y la memoria. También se ha observado
que el tdlamo y los cuerpos mamilares desarrollan un papel en el aprendizaje de
condicionamiento en ratas (Conejo y cols., 2007). Una lesion en el tdlamo medial tiene
repercusiones en la memoria explicita, aunque los lobulos temporales mediales estén
intactos (Gabrieli y cols, 1998). El tdlamo junto con otras estructuras, se activa ante

tareas que requieren el recuerdo de informacion episodica (Wiggs y cols., 1999).
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Recientemente se ha observado que la estimulacion mediante electrodos del fornix e
hipotdlamo producen un aumento de la memoria. Este resultado ha sido inesperado, ya
que el descubrimiento ocurrid tras una operacidon cuyo objetivo era reducir el apetito de

un paciente con obesidad (Hamani y cols., 2008).
2- ROMBENCEFALO O ENCEFALO POSTERIOR:
Cerebelo

La lesion del cerebelo impide el aprendizaje de respuestas condicionadas
(condicionamiento clasico), sin que afecte a las respuestas reflejas (no condicionadas).
El paradigma utilizado para estudiar su papel en la memoria en animales ha sido el
condicionamiento de respuesta de la membrana nictitante. Esta membrana aparece en el
parpado de ciertas aves y en conejos, y es como un tercer parpado que se cierra ante
estimulos aversivos de modo reflejo (por ejemplo ante un chorro de aire) (Thompson y
Kim, 1996; Stanton, 2000). Aunque en un principio, se le dio un papel limitado en el
control motor, actualmente se reconoce su implicacion en la memoria de trabajo, la

memoria implicita y la explicita (Desmond y Fiez, 1998; Wiggs y cols., 1999).

En la Fig. 3.2.5. se puede observar un esquema de las principales estructuras

anatomicas implicadas en cada tipo de memoria.

Es preciso destacar que tan importantes como estas estructuras, lo son las vias
neuronales que las comunican, y que aunque determinada estructura sea imprescindible

para un tipo de aprendizaje, también puede participar en otros.
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MEMORIA A LARGO PLAZO

DECLARATIVA (EXPLICITA) NO DECLARATIVA (IMPLICITA)
Hechos y Habilidades Categorizar  Priming Aprendizaje Aprendizaje
acontecimientos y habitos basico asociativo  no asociativo

Instrumental Emocional Muscular

ool

Amigdala Amigdala Cerebelo
(Centro (Hipocampo) (Hipocampo)

del placer)
v
) v
v v Estriado v
(Corteza cerebral) Neocorteza Vias del reflejo

Hipocampo Ganglios basales

Lébulo medial temporal Cerebelo

Diencéfalo Corteza motora

(Estriado)

Fig. 3.2.5. Clasificacion de la MLP y las estructuras cerebrales asociadas (adaptado de Thompson y
Kim, 1996; Thompson, 2005). Entre paréntesis se sefialan otras estructuras implicadas, aunque en menor

importancia.
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3.2.3- SISTEMAS DE NEUROTRANSMISION QUE INTERVIENEN EN LA
MEMORIA

La formacion hipocampal recibe aferencias dopaminérgicas desde el area tegmental
ventral, noradrenérgicas desde el locus coeruleus, serotonérgicas desde los ntcleos del
rafe, colinérgicas desde el septum medial e histaminérgicas desde el nucleo

tuberomamilar del hipotalamo.

Todos estos neurotransmisores modulan las funciones del sistema nervioso y se ha
estudiado su papel tanto en el aprendizaje en seres humanos, como en el aprendizaje en

modelos animales, entre ellos la evitacion inhibitoria (ver Fig. 3.2.6).

Spontaneous
alternation

Water maze Radial maze Passive avoidance
100 -

60 4

Percent

20 E
Systemically
Microinfusion|

0

Fig. 3.2.6. Tomado de Myhrer, 2003. Influencia (en percentiles) de varios sistemas de
neurotransmision en el aprendizaje y memoria de cuatro tareas conductuales. Estan basados en los
resultados de estudios de farmacos administrados por microinfusion o via sistémica. N= n° de efectos a
partir de los cuales se calcularon los factores de impacto.

Los déficits en el aprendizaje y la memoria estdn reconocidos como trastornos
neurologicos severos y consistentes asociados con numerosos estados
neurodegenerativos. En los trastornos cognitivos se encuentra de manera consistente el

déficit de algunos neurotransmisores. De entre ellos, la ACh es con diferencia el
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neurotransmisor cuya implicacion en el aprendizaje ha sido mdas consistentemente
demostrado. Sin embargo, hay otros neurotransmisores cuya implicacion no puede ser

soslayada, entre ellos la histamina, objeto de nuestro estudio.

Sistema histaminérgico:

HISTAMINA

La histamina (Fig.3.2.7) fue descubierta
a comienzos del Siglo XX por Sir Henry
Dale (1927) quien detectd su presencia
como constituyente endégeno de muchos
tejidos corporales, de hecho, su nombre

deriva de ‘“histos”, palabra griega que

histamine

significa “tejido” (Arrang, 1983).

. . ., Fig 3.2.7. Representacion estructural de la histamina.
En el sistema nervioso la produccion de

] ) . blancas: Hidrégeno, grises: Carbono, azules: Nitrogeno.
histamina resulta de la conversion de

histidina tras la accion de la enzima histidina decarboxilasa (Ohtsu y cols., 2001).
LOCALIZACION Y FUNCIONES

En los tejidos periféricos, la histamina se encuentra en los mastocitos (mast cells) y

en los basofilos. En condiciones alérgicas se libera de estas células y es responsable de
varios de los conocidos sintomas alérgicos, tanto en la piel como en las vias
respiratorias. En la mucosa gastrica juega un importante papel como activadora de la
secrecion gastrica. Dada la importancia que tienen los receptores de la histamina en las
respuestas alérgicas y gastricas, se han desarrollado potentes antagonistas como
farmacos en el tratamiento de estos trastornos (Hill y cols., 1997; Onodera y cols., 1994;

Slater y cols., 1999).

Pero es en sus efectos sobre el Sistema Nervioso Central en los que vamos a

centrarnos. La histamina se sintetiza en neuronas especificas situadas en el nucleo
tuberomamilar del hipotdlamo posterior. Estas neuronas proyectan a la mayoria de
estructuras cerebrales y estdn involucradas en una gran variedad de funciones

fisiologicas importantes (ver Fig. 3.2.8).
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Entre las estructuras a las que proyectan sus fibras se encuentra la corteza cerebral, la

amigdala y el hipocampo (Haas y Panula, 2003; Hill y cols., 1997).

o

Fig. 3.2.8. (A) Localizacion de las neuronas histaminérgicas en el hipotilamo de una rata. Las

neuronas se visualizan utilizando un anticuerpo de L-histidina decarboxylasa (HDC). Las neuronas que
expresan HDC estan localizadas exclusivamente en el hipotdlamo, y divididas en grupos: EI-E5. La
figura muestra los grupos E2 y E4. DM, nucleo dorsomedial hipotalamico.
(B) vias histaminérgicas en el cerebro de rata (corte sagital). Las flechas indican proyecciones de las
fibras neurales desde neuronas situadas en el nucleo tuberomamilar (TM). Cb, cerebelo; CC, corteza
cerebral; Hi, hipocampo; Hy, hipotdlamo; IC, coliculo inferior; OB, bulbo olfatorio; Pi, glandula
pituitaria; SC, coliculo superior; Sp, medula espinal; St, estriado; Th, talamo; TM, ntcleo tuberomamilar.
(tomado de Yanai y Tashiro, 2007).

Las funciones de la histamina sobre el Sistema Nervioso Central podrian clasificarse

segun Yanai y Tashiro (2007) de la siguiente manera:

1- Funciones estimuladoras:

- Ciclo suefio-vigilia: mantenimiento de la vigilia
- Incremento de la percepcion del dolor

- Aumento de la actividad locomotora
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- Posible aumento del aprendizaje y la memoria

- Induccién de la hidrélisis del glicogeno cerebral (metabolismo)

2- Funciones inhibidoras:

- Inhibicion de la conducta de ingesta
- Inhibicion de las convulsiones
- Inhibicion del estrés inducido por excitacion

- Inhibicion de los temblores producidos por psicosis inducida

- Inhibicion de la plasticidad neural

La histamina es en realidad un mensajero intercelular involucrado en la gran mayoria
de funciones fisiologicas (Fernandez-Novoa y Cacabelos, 2001). En la actualidad hay
identificados cuatro tipos de receptores de la histamina: H;, H,, Hs; y Hs. Para los
investigadores la utilizaciébn de agonistas y antagonistas de estos receptores es una
herramienta esencial para estudiar el sistema histaminérgico (ver Fig 3.2.9). Otra
alternativa es la manipulacion genética, que permite estudiar el comportamiento de

ratones que carecen de alguno o varios de estos receptores (Yanai y Tashiro, 2007).

Los receptores H; y H, modulan una gran variedad de funciones fisioldgicas tales
como el estado de vigilia, el control del apetito, aprendizaje y memoria, estrés y
emocion excitando neuronas o potenciando inputs excitatorios (Prast y cols., 1996;
Lamberti y cols., 1998; Medalha y cols., 2000; Bacciottini y cols., 2001; Paul y cols.,
2002; Haas y Panula, 2003; Pereira y cols., 2006; Yanai y cols., 2007).

El receptor H; fue descrito originariamente como autoreceptor, ya que inhibe la
liberacion de histamina de las neuronas histaminérgicas cerebrales (Leurs y cols., 2005).
Su activacion causa autoinhibicion de las neuronas del ntcleo tuberomamilar y regula a
la baja la sintesis y liberacion de histamina, actuando sobre otros neurotransmisores
como glutamato, acetilcolina y noradrenalina. El receptor Ha, recientemente descubierto
(Nguyen y cols., 2001; Takeshita y cols., 2003), se encuentra principalmente en los
leucocitos periféricos y en tejido intestinal, y muestra alta afinidad por varios agonistas

y antagonistas de Hs (De Esch y cols., 2005).
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L-histidina: precursor histamina
FMPH: agonista H,

2-TEA: agonista H;
N-alfa-metilhistamina: agonista H;
Dimaprit: agonista H;
Tioperamida: antagonista Hj
Clobenpropit: antagonista Hs
ABT-239: antagonista H3
Donecepil: antagonista H
Ciproxifan: antagonista H;
FUBI181: antagonista Hj

Histamina

Alfa-fluorometilhistidina (FMH): inhibidor de la sintesis de histamina

Metoprina: inhibidor de la sintesis de histamina
Pirilamina (=mepiramina): antagonista H;
Triprolidina: antagonista H;

Clofeniramina: antagonista H;
Difenhidramina: antagonista H;
Prometacina: antagonista H; y H»
Cimetidina: antagonista H,

Ranitidina: antagonista H,

Tiotidina: antagonista H,

Zolantidina: antagonista H,
R-alfa-metilhistamina (RAMH): agonista Hs
N-alfa-metilhistamina: agonista Hs

Imetit: agonista Hj

Immepip: agonista H;

Histamina

Fig. 3.2.9. Algunos agonistas y antagonistas de la histamina.

HISTAMINA'YY MEMORIA

Se sabe que la histamina se encuentra presente en el hipocampo llegando a niveles de
0.45 nmol/g de tejido (Prell y cols., 1996) y que modula el umbral de la induccion de la
potenciacion a largo plazo en la regiéon CAl (da Silva y cols., 2006), una forma de
plasticidad sinaptica que es el correlato celular de la formacion de la memoria (Lynch,
2004). Desde que se empez6 a hipotetizar su papel como facilitador del aprendizaje en
ratones por Almeida e Izquierdo (1986) se ha revelado un papel crucial del sistema
histaminérgico en el aprendizaje y memoria, aunque no se encuentra hoy en dia

unanimidad en cuanto a sus efectos. Esto no es algo sorprendente, ya que la memoria es
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un proceso complejo en el que estan involucrados distintas areas cerebrales activadas en
diferentes momentos y con diferente intensidad, asi como dispares son las situaciones

de aprendizaje (Passani y cols., 2007).

Se sabe que la histamina modula la funcién colinérgica, viéndose también
involucrados el sistema gabaérgico y el dopaminérgico. En el cuerpo estriado (elegido
por poseer una alta densidad de neuronas colinérgicas), la infusion de histamina,
tioperamida o clobenpropit (estos tltimos antagonistas Hs) produjo un aumento de la
liberacion de acetilcolina, mientras que la administracion de alfa-fluorometilhistidina
(inhibidor de la sintesis de histamina) produjo una disminucion de la misma (Philippu y
Prast, 2001). Se ha propuesto que ambos sistemas (colinérgico e histaminérgico) tengan
efectos contrarios en la retencion de la memoria, siendo los firmacos colinérgicos
favorecedores del aprendizaje mientras los histaminérgicos producen deterioro (Eidi y

cols., 2003).

Sin embargo en la literatura abundan los estudios que atribuyen un papel facilitador
del aprendizaje a la histamina e histaminérgicos, llegandose a proponer su utilizacién
como tratamiento de trastornos que implican deterioro cognitivo (Hancock , 2006). Se
ha sugerido que quizas la relacion entre ambos sistemas no sea tan sencilla, sino que se
realice de forma diferente en diferentes regiones del cerebro que participan en la
adquisicion o en la expresion de determinadas conductas (Blandina y cols., 2004;
Passani y cols., 2004). A continuacion se encuentran algunos de los estudios revisados
para la elaboracion de esta tesis en funcion de la atribucion a la histamina de efectos

favorecedores o deteriorantes sobre los procesos de aprendizaje y memoria:

Estudios que refieren efectos favorecedores del sistema histaminérgico:

En una interesante revision Pasanni y Blandina (2004) analizaron los efectos de la
administracion de agonistas y antagonistas de receptores histaminérgicos en diversas
estructuras cerebrales y su interaccion con el sistema colinérgico. La administracion
local o sistémica de agonistas de los receptores Hs en la corteza frontal disminuyen el
nivel de ACh, probablemente a través de un mecanismo que involucra interneuronas
gabaérgicas de la corteza. Observaron que, en el modelo de evitacion inhibitoria, la
administracion de RAMH o Imetit (ambos agonistas H3) preadquisicion (30 y 120 min

antes, respectivamente) deteriord el aprendizaje (Blandina y cols., 1996; Passani y
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Blandina, 2004). Estos resultados son consistentes con los efectos procognitivos
atribuidos al antagonismo del receptor H; en ratas cuyo aprendizaje habia sido
deteriorado con escopolamina (Giovannini y cols., 1999) asi como en ratones

envejecidos (Meguro y cols., 1994).

Siguiendo esta linea, la administracion de tioperamida (2 mg/kg) mejoro la retencion
de la memoria cuando se administrd i.p. post-adquisiciéon en ratas en una tarea de
reconocimiento de lugar con un laberinto en Y (no siendo efectivas las dosis de 0.7 y 5
mg/kg); no afectd cuando fue administrada 45 min antes de la fase de retencion.
Ademas, la tioperamina revirti6 la amnesia inducida por la administracion
postadquisicion de 0.02 mg/kg de escopolamina, sin que esto ocurra al administrar
pirilamina (10 mg/kg). Sin embargo el bloqueo de los receptores H por la zolantidina
(10 mg/kg) revirti6 tanto la mejora producida por la tioperamida como su efecto sobre el

déficit de memoria inducido por escopolamina (Orsetti y cols., 2001).

En un interesante estudio se observo que la administracion tanto de histamina como
de acetilcolina revirtio los efectos deteriorantes de antagonistas del receptor H; sobre la
evitacion activa en ratas (Kamei y cols., 1991). Asimismo, la administraciéon de
histidina redujo el déficit inducido por escopolamina en ratones expuestos al laberinto

elevado (Miyazaki y cols., 1995).

La administracion i.c.v. postadquisicion de histamina (1 o 10 ng/rata) facilité la
retencion de la evitacion inhibitoria, mientras que la administracion de los antagonistas
de H, prometacina (1000 ng/rata) y cimetidina (1000 ng/rata), dadas simultdneamente,

revirtid esta mejora (de Almeida e Izquierdo, 1986).

La administracion de 5 mg/kg de tioperamida o de 15 mg/kg de clobenpropit, ambos
antagonistas de los receptores Hi, no tuvo efectos per se, pero atenuaron la amnesia
inducida por la administracion preadquisicion de escopolamina (Giovannini y cols.,
1999). La administracion después de la adquisicion de 5 mg/kg de tioperamida mejora
la memoria y también revierte el deterioro inducido por la escopolamina (Molinengo y
cols., 1999). Administrado después de la adquisicion, el antagonista de los receptores H;
difenhidramina produjo efectos amnésicos en algunos estudios (Ghelardini y cols.,
1998; 2001). También la administracidon postadquisicion de agonistas de los receptores

H, y antagonistas de Hs (dimaprit y tioperamida respectivamente) en una tarea de
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evitacion (con el laberinto en T), facilito la retencion, mientras que el bloqueo de los
receptores de H, o la activacion de los receptores H; (imetit y cimetidina,

respectivamente) deteriord la memoria (Flood y cols., 1998).

En la presente tesis nos centraremos en el receptor H;, porque es por el que la

amitriptilina tiene mayor afinidad. El antagonista de los receptores histaminérgicos Hj,

pirilamina, por si solo no tuvo efectos sobre el condicionamiento, ni sobre el deterioro
producido por la accion de la escopolamina, pero su tratamiento preadquisicion si que
impidid la proteccion de la metoprina (un inhibidor de la sintesis de histamina), la
FMPH y la 2-TEA (ambos agonistas de los receptores histaminérgicos H;) sobre la
amnesia derivada de la administraciéon de escopolamina (Malmberg-Aiello y cols.,
2000). La administracion preadquisicion de prometacina, antagonista de los receptores
histaminérgicos H; afectd negativamente a las latencias de la retencion. La
administracion de prometacina, 60 minutos después de la adquisicion no modifico las

latencias de la retencion (Pan, 1995).

En otros estudios se refiere una mejora de la memoria emocional tras la
administracion de histamina en el hipocampo a través de la activacion de los receptores
H; y H,. Este efecto parece ser una consecuencia directa de la activacion de las

neuronas piramidales de CA3 (Giovannini y cols., 2003).

Ademas, la administracion sistémica de ABT-239, un antagonista Hs;, mejora la
memoria social y la prueba de evitacion inhibitoria, asi como incrementa la liberacion

de ACh en corteza y en el hipocampo (Fox y cols., 2005).

Da Silva y cols. (2006) analizaron el efecto de la infusion (postadquisicion) i.c.v. en
la region dorsal del hipocampo CAl de histamina y otros agentes histaminérgicos y
antihistaminérgicos sobre la consolidacion de la memoria en una prueba de evitacion
inhibitoria. Estos autores refieren efectos favorecedores de la histamina sobre el
aprendizaje de manera dependiente de la dosis si se administraba inmediatamente
después de la adquisicion; no siendo asi cuando se administraba 90, 180 o 360 min
después. El dimaprit (agonista del receptor H,) provoco efectos similares, mientras que
este efecto favorecedor fue bloqueado por el antagonista del receptror H; ranitidina, que

no provoco efectos por si mismo sobre la consolidacion del aprendizaje. Sin embargo no
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observaron efectos del antagonista de H; pirilamina (10/50 nmol), ni del antagonista de

H; tioperamida.

También en este apartado encontramos estudios relacionados con histamina en el
campo de las enfermedades mentales. Se han comprobado unos niveles de histamina
bajos en pacientes con esquizofrenia (Ferndndez-Novoa y Cacabelos, 2001).
Actualmente la utilizacion de antagonistas de H; (incrementan la disponibilidad de
histamina en la sinapsis) estd siendo sugerida en el tratamiento de trastornos como la
enfermedad de Alzheimer, déficit de atencién con hiperactividad, o esquizofrenia
(Hancock, 2006). También ha sido propuesto el bloqueo de los receptores H; como un
mecanismo de accion capaz de producir efectos antidepresivos (Pérez-Garcia y cols.,
1999), y la L-histidina como un farmaco eficaz en el tratamiento de la epilepsia

(Kaminsky y cols., 2004).

Utilizando modelos animales de estos trastornos se administraron antagonistas de Hj
y se observo tras la administracion de donecepil, tioperamida, ciproxifan y ABT-239 la
mejora tanto de la consolidacion de la memoria como de la memoria de trabajo en el
modelo animal de Alzheimer (con donecepil y tioperamida), como de memoria en el
trastorno de atencidon (con tioperamida y ciproxifan) (Hancock, 2006). Se considera que
el antagonismo del receptor H; puede corregir los déficits cognitivos producidos por una
hipofuncion colinérgica, proveyendo asi un nuevo tratamiento para los déficits
cognitivos (Bacciottini y cols., 2001; Komater y cols., 2003). Concretamente la
tioperamida y el clobenpropit, aunque no pruduzcan efectos procognitivos en animales
control si revierten de manera consistente los deterioros cognitivos en las tareas de
evitacion inhibitoria y reconocimiento de objetos, inducidos con escopolamina en ratas
(Giovannini y cols., 1999). También se observa mejoria cognitiva tras la administracion
de FUB 181 en el laberinto en cruz elevado (Ligneau y cols., 1998) y de ciproxifan en

una tarea de aprendizaje (Onodera y cols., 1998).

Estudios que refieren efectos deteriorantes del sistema histaminérgico

La amigdala basolateral recibe inervaciones desde el hipotdlamo, y se conoce la
existencia de una elevada densidad de receptores Hs en ella (Haas y Panula, 2003).
Pasanni y Blandina (2004) al estudiar los efectos del sistema histaminérgico en esta

estructura observaron que la administracion local de antagonistas de H; (tioperamida y
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clobenpropit) disminuyo la liberacion de ACh en la amigdala basolateral sobre el 50 %,
efecto que fue revertido por la administracion de cimetidina (antagonista de Hy)
(Pasanni y cols., 2000). La perfusion local de un antagonista de H; en la amigdala
basolateral de ratas disminuye la liberacion por parte de ésta de ACh (Pasanni y cols.,
2001). Asimismo la administracion de histamina en la amigdala basolateral deteriora la
adquisicion de una tarea de evitacion inhibitoria (Alvarez y Ruarte, 2002). Por el
contrario, la administracion de RAMH o immepip (agonistas de Hj, que producen
disminucién de la disponibilidad de histamina) en la misma produce un aumento en la

liberacion de ACh, asi como de efectos procognitivos (Cangioli y cols., 2002).

Otros estudios indican que la infusion i.c.v. de histamina bloqued la formacion de la
memoria en evitacion inhibitoria (Eidi y cols., 2003; Zarrindast y cols., 2002) o activa
(Alvarez y cols., 2001). Eidi y cols. (2003) observaron que la administracion
postadquisicion de histamina (20 pg/rata) disminuyd la retencion, mientras que la
acetilcolina (1 y 5 pg/rata) o la nicotina (1 y 5 pg/rata) la potenciaron. La histamina
revirtio estas mejorias cuando la administracion fue combinada. Asimismo, tanto el
antagonista H; pirilamina (20 y 50 pg/rata) como el antagonista H, cimetidina (10 y 50
ug/rata) incrementaron la mejora en el aprendizaje producida por la acetilcolina o
nicotina, mientras que atenuaron el deterioro producido por la escopolamina. Zarrindast
y cols., (2002) administraron i.c.v. tras la fase de adquisicion de la tarea de evitacion
inhibitoria, en ratas, histamina (5, 10, y 20 pg/rata), el antagonista de H; clorfeniramina
(0.1, 1 y 10 pg/rata) y el antagonista de H; ranitidina (0.1, 1 y 20 pg/rata). Estudiaron la
relacion del sistema histaminérgico y el adrenérgico en la memoria, por lo que también
administraron un agonista de al (fenilefrina) y de a2 (clonidina) y un antagonista de al
(prazosin) y de 02 (yohimbina). Observaron que la histamina redujo, mientras que el
antagonista H; incremento la retencién del aprendizaje asi como revirtid el deterioro
producido por la histamina, sin observar efectos del antagonista de H,. La yohimbina
disminuyd el deterioro producido por la histamina, mientras los otros farmacos
adrenérgicos no mostraron efectos sobre el deteriro producido por la misma. Estos
autores concluyen que en el deterioro observado pueden estar involucrados tanto los

receptores H; como los a2 (Zarrindast y cols., 2002).
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Si la relacion entre los sistemas colinérgico-histaminérgico es incierta, atin lo es mas
cuando nos centramos en el hipocampo. Se puede hipotetizar que en esta estructura la
histamina puede modular el aprendizaje y la memoria independientemente del sistema

colinérgico (Pasanni y Blandina, 2004).

De hecho, aunque la histamina aparentemente no afecta la liberacion hipocampal de
acetilcolina, las microinyecciones de 45 nmol de histamina aplicadas localmente en el
hipocampo ventral de ratas 5 min preadquisicion deterioraron el aprendizaje en
evitacion activa. Este deterioro se revirtid con la administracion de 67.5 nmol de
pirilamina (antagonista H;) pero no de ranitidina (antagonista H;). La administracion de
histamina en el hipocampo dorsal no afect6 al aprendizaje de evitacion activa, mientras
que en el nicleo accumbens increment6 el indice de emocionalidad medido con un

laberinto elevado en cruz asimétrico (Alvarez y Banzan, 1996; Alvarez y cols., 2001).

Siguiendo esta linea estos autores administraron histamina (9 o 90 nmol) en amigdala
y/o hipocampo, observando que cualquiera de las dosis de histamina administrada en
estas estructuras anatomicas era capaz de incrementar el tiempo de latencia deteriorando
con ello el aprendizaje. Propusieron que la activacion de los receptores H; de la
amigdala basolateral ejerce un efecto inhibitorio en los procesos de memoria.
Concretamente sugirieron una interaccion hipocampo/amigdala basolateral a través de
neuronas histaminérgicas y glutamatérgicas en los procesos de memoria emocional

(Alvarez y Ruarte; 2004).

También cuando el aparato empleado fue la piscina de Morris se ha encontrado que
la administracién ip del agonista de H; RAMH facilitd la recuperaciéon de memoria
espacial en ratas (Rubio y cols., 2002; Smith y cols., 1994). Asimismo el tratamiento ip
con 10 mg/kg de RAMH 60 min antes de la adquisicion mejord el aprendizaje de la
tarea de evitacion activa en ratas, mientras 500 mg/kg de histidina, administrada 45 min

antes, deterior6 dicho aprendizaje (Rubio y cols., 2001).

Cuando la sustancia administrada fue alfa-fluorometilhistidina (inhibidor de la
sintesis de histamina), Cacabelos y Alvarez (1991) encontraron que mejord la
realizacion de una tarea en un laberinto en el que las ratas debian evitar un shock

eléctrico.
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En ratones mutados para no tener histidina decarboxilasa, se encontré una mejor
retencion en la prueba de evitacion inhibitoria (Acevedo y cols., 2006), aludiendo a
posibles efectos ansidgenos del sistema histaminérgico. Esto podria ser debido a que la
falta de histamina neuronal incrementa la reactividad emocional cuando los ratones son
colocados en un ambiente aversivo o desconocido (propuesto por Dere y cols. en 2004).
Sin embargo se encuentran estudios en los que la inyeccion de histamina (9, 45 y 90
nmol/ul) en el nucleo accumbens incrementd el indice de emocionalidad medido en el
modelo de motivacion animal laberinto elevado asimétrico, a la vez que deteriora el

aprendizaje de evitacion activa (Alvarez y cols., 2001).

Sistema colinérgico:

La ACh es con diferencia el neurotransmisor cuya implicacion en el aprendizaje ha
sido mas consistentemente demostrado. El importante papel de la ACh en los procesos
de aprendizaje y memoria fue ya propuesto en 1971 por Deutsch al formular la hipdtesis
colinérgica de la memoria (hipdtesis reformulada en 1983): la formacion de la memoria
implica un nivel dptimo y dependiente en el tiempo de ACh en las sinapsis colinérgicas.
Las sinapsis colinérgicas eran modificadas como resultado del aprendizaje, haciéndose
mas sensible la membrana postisinaptica la ACh con el tiempo transcurrido después del
aprendizaje y hasta un cierto nivel. Después de este nivel la sensibilidad declinaba,
llevando al fenémeno del olvido. Deutsch (1983), trabajando con ratas, comprobo que la
administracion de anticolinesterdsicos en el hipocampo podia producir tanto una
facilitacion como un déficit en el aprendizaje, segin el momento de administracion.
Administrados treinta minutos después del aprendizaje, los anticolinesterasicos
produjeron deterioro en los procesos de memosia. Administrados entre tres y catorce
dias después, no produjo efectos, pero la administracion mas alla de los catorce dias de

adquirir la conducta, mejoro la ejecucion.

Asi, la mayor parte de las estrategias terapéuticas aumenta la concentracion con
agentes colinérgicos. Farmacos aprobados para el tratamiento de los déficits de memoria
asociados con la enfermedad de Alzheimer son el donepezil y la tacrina, ambos
inhibidores de la colinesterasa, aumentando asi los niveles de ACh en el cerebro.
Aunque reducen los dafios en la memoria no eliminan por completo los déficits de la

misma (Attaway y cols., 1999). Los nootropos son un grupo heterogéneo de variada
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composicion quimica que facilitan el aprendizaje y la memoria o revierten un deterioro

cognitivo inducido o natural (Malik y cols., 2007).

En animales, utilizando atropina (antagonista muscarinico) se disminuyo el nivel de
ACh en ratas a las que posteriormente se les realizo la prueba del laberinto de Morris.
Se realiz6 la prueba en dos versiones: en una se utilizaron claves proximas y en la otra
claves mas distantes. Los resultados mostraron que una deficiencia de ACh provocaba
un deterioro en el aprendizaje realizado con claves distantes. Los sistemas colinérgicos
centrales, pues, serian importantes para la formacion de un mapa espacial, mientras que
no lo serian para la localizacion espacial sin claves distantes, que requiere de otras
estrategias de busqueda como claves visuales cercanas, tactiles o cinestésicas

(Sutherland y cols., 1982).

La deplecion de la ACh en el cerebro anterior como consecuencia de la
administracion de HC-3 (hemicholinium-3, inhibidor de la sintesis de ACh) produce
deterioro en el aprendizaje discriminativo espacial en ratas. Este déficit es anulado con
la administracion de tacrina (agonista colinérgico) (Hagan y cols., 1990). De hecho, se
ha propuesto la tacrina para tratar los déficits espaciales que se dan en la demencia, tras
observar en ratas que es util en eliminar el déficit en el aprendizaje espacial producido

por la falta de ACh (tras la administracioén de escopolamina) (Harder y cols., 1997).

La participacion del sistema colinérgico en la consolidacion de la memoria ha sido
estudiado extensivamente, pero hay pocos datos referentes a la funcion del sistema en
el proceso de recuperacion. Estudios recientes han mostrado un papel favorecedor del
sistema muscarinico también en la recuperacion del aprendizaje de evitacion

inhibitoria.

Sin embargo, la falta de selectividad de las sustancias utilizadas no permite conocer
qué receptor muscarinico estd involucrado. Un estudio reciente confirma el papel
inhibitorio del heteroreceptor presinaptico M4 en el proceso de recuperacion realizando
una intrainfusion hipocampal de MT3 (toxina selectiva para M4) 24 h tras la evitacion
inhibitoria. Las ratas que recibieron MT3 muestran una mejor recuperacion del

aprendizaje (Diehl y cols., 2007).
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Sistema serotonérgico:

La hipoétesis colinérgica de la enfermedad de Alzheimer ha sido ampliamente
investigada utilizando modelos animales, como es el caso de roedores en los que se
deteriora el aprendizaje espacial tras la administracion de escopolamina. Sin embargo,
el estudio de tejidos cerebrales postmorten de pacientes diagnosticados de Alzheimer
muestran que la ACh no es la unica sustancia que se encuentra disminuida en esta

enfermedad, siendo el caso de la serotonina (5-HT) (Bowen y cols., 1983).

Los estudios realizados con agonistas y antagonistas de estos neurotransmisores han
llevado a plantear la accién conjunta de la falta de estos dos neurotransmisores en el
deterioro del aprendizaje y la memoria que se da en estos pacientes, incluido el
aprendizaje espacial. En un experimento llevado a cabo con el laberinto de Morris se
observo que en ratas que habian recibido conjuntamente p-clorofenilalanina (pCPA,
inhibidor de la sintesis de serotonina, que produjo una disminucion del 63-89 % en los
niveles de 5-HT tanto en el hipocampo como en la corteza) y atropina o escopolamina
(antagonistas colinérgicos) se deterioraba la adquisicién del aprendizaje de esta tarea,

mientras que esto no ocurria si se administraban separadamente (Harder y cols., 1996).

El sistema serotoninérgico juega un papel muy importante en el aprendizaje y la
memoria (Meneses y Hong, 1995; Meneses, 1999). La mayoria de las neuronas
serotoninérgicas tienen sus somas en los nucleos del rafe, pero desde ahi hay
proyecciones a la mayoria de las areas cerebrales implicadas en el aprendizaje y la
memoria. Las vias y los receptores serotoninérgicos se encuentran distribuidos por areas

cerebrales relevantes para estos procesos (Barnes y Sharp, 1999).

En otro experimento se observd que la administracion de alaproclate, un inhibidor de
la recaptacion de serotonina, a ratas, produjo un deterioro en la adquisicion del
aprendizaje espacial en el laberinto de Morris, deterioro que se vio incrementado al
administrarlo conjuntamente con un antagonista muscarinico (escopolamina). Estos
resultados sugeririan un efecto inhibidor de la serotonina sobre el proceso de
aprendizaje, y un efecto aditivo en el deterioro del alaproclate y la escopolamina. Sin
embargo, estos resultados podrian deberse a efectos del alaproclate sobre otros procesos
(sensoriales o motores), mas que sobre efectos en el aprendizaje espacial (Riekkinen y

cols., 1991).
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Los farmacos antagonistas de la mayoria de receptores 5-HT mejoran el aprendizaje
(Meneses, 1999; Barnes y Sharp, 1999). Sin embargo, en ocasiones la literatura muestra
resultados contrarios (por ejemplo, con la administracion de inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina o con la administracion de otro tipo de agonistas que no son
antidepresivos). Su reduccién en el hipocampo se ha relacionado con desordenes
cognitivos presentes en trastornos como la depresion y la enfermedad de Alzheimer vy,
de hecho, algunos autores defienden que los tratamientos con antidepresivos inciden en
esta estructura incrementando o disminuyendo la neurotransmision de serotonina y de
noradrenalina (Mongeau y cols., 1997). La influencia serotoninérgica en la neurogénesis

de la formacion hipocampal es relevante en los procesos de aprendizaje y memoria.

Sistema noradrenérgico:

Recientemente se ha propuesto que la NA juega un papel importante en la formacion
del aprendizaje, particularmente en la formacion de la memoria a largo plazo de
aprendizajes condicionados (Kobayashi y cols., 2000). Estos investigadores utilizaron
unos ratones mutados a los que les faltaba la tirosin hidroxilasa, y se comprobd que su
concentracion de NA en las regiones cerebrales era un 73 % menor que en los controles.
Los ratones mutados mostraron un deterioro en la formacion de la memoria a largo
plazo de tres tipos de aprendizaje asociativo segun estos autores: evitacion activa,
condicionamiento guiado por el miedo y aversion condicionada al gusto. Sin embargo
observaron que estos ratones mostraban un aprendizaje espacial y una potenciacion a

largo plazo hipocampales normales.

En la revision realizada por McGaugh y cols., (1996) se observa que, con diferentes
tipos de tareas de aprendizaje, la administracion de adrenalina (A) después de la
adquisicion de la conducta produce una mejora en la memoria. De esta manera el
sistema noradrenérgico parece influir en la consolidacion de la memoria. Estos mismos
autores sefnalaron que en una serie de experimentos, usando evitacion inhibitoria, la
mejora que producia sobre la memoria era bloqueada por lesiones en la amigdala. Este
efecto de la A también era bloqueado por antagonistas —adrenérgicos inyectados en la
amigdala inmediatamente después de la adquisicion e inmediatamente antes de de la
administracion de A. Esto sugiere que la liberacion de NA en la amigdala juega un

papel critico sobre el efecto beneficioso que produce la A sobre la memoria. Mc Gaugh
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y cols. (1996) también recogieron en su revision que la administracion de NA tras el
aprendizaje podia producir o bien una mejora o un deterioro en la memoria de manera

dependiente de la dosis.

Sirvioe y cols. (1991) investigaron si la actividad del sistema noradrenérgico podia
estar relacionada con el deterioro del aprendizaje espacial observado en el
envejecimiento. Administraron DSP-4, una neurotoxina noradrenérgica, a ratas
envejecidas. Se observd que el tratamiento con DSP-4 empeoraba el aprendizaje del

laberinto de agua.

Zarrindast y cols. (2001) administrando diferentes agonistas de los receptores o-
adrenérgicos obtiene resultados contradictorios. La administraciéon de clonidina
(agonista ap-adrenérgico), posterior a la adquisicion de una tarea de evitacion
inhibitoria, produce un dafio en los procesos de memoria. Sin embargo, la
administracion de fenilefrina (agonista o;-adrenérgico) produce una mejora en estos
procesos. Barros y cols. (2001) demuestran como la administracion directa de NA en
diferentes estructuras cerebrales, antes de la recuperacion de una tarea de evitacion
inhibitoria, produce una mejora en el recuerdo. También podemos observar como la
administracion aguda justo antes de la recuperacion de timolol (antagonista receptores
B-adrenérgicos) produce un deterioro en el recuerdo de la conducta aprendiada. Este
efecto se observa cuando la administracion se realiza directamente en diferentes
estructuras cerebrales implicadas en este tipo de aprendizaje (Barros y cols., 2001). En
general, podemos decir que los agonistsa noradrenérgicos parecen mejorar la memoria,

mientras que los antagonistas parecen dafiar estos procesos.

Sistema dopaminérgico:

Gasbarri y cols. (1996) observaron que la infusion de 6-OHDA en las neuronas
dopaminérgicas de la formacion hipocampal interrumpian la actuacion de los animales
en el laberinto de Morris tras destruir los axones dopaminérgicos del campo CAl y el
subiculo. La importancia de la dopamina radica, ya no s6lo en ser la precursora de la
noradrenalina, sino en su independencia como neurotransmisor en diversos lugares del

sistema nervioso. Las neuronas dopaminérgicas se originan principalmente en la
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sustancia negra y el area tegmental ventral y tiene proyecciones al estriado, el sistema

limbico y la corteza cerebral (Florez y Pazos, 1997).

Algunos estudios han investigado si las proyecciones aferentes a la corteza prefrontal
podian estar regulando la memoria de trabajo, centrandose en las proyecciones
dopaminérgicas (Seamans y cols., 2001). Estos autores, trabajando con ratas,
demostraron que los agonistas D; producen un incremento en la actividad de los
receptores NMDA, los cuales estan implicados en el mantenimiento de la actividad
sostenida de las neuronas prefrontales. Segun esto, la DA, por medio de los receptores
D, favorece la integracion de la nueva informacion y la exploracion, ya que favorece el
mantenimiento de la actividad recurrente en la corteza por un periodo extendido de

tiempo (Seamans y cols., 2001).

Segun Fried y cols. (2001), los estudios farmacoldgicos sobre la implicacion del
sistema dopaminérgico en los procesos cognitivos son contradictorios y en la mayoria
de los casos no reflejan un estudio directo sobre estos procesos. Sin embargo, estos
autores, llevando a cabo un estudio con humanos, observaron un aumento de la DA
extracelular en la amigdala durante la ejecucion de tareas cognitivas. Este aumento fue
observado en la fase de adquisicion de la tarea. Estos autores senalaron que parecia ser
que la novedad de la tarea era un componente importante para la respuesta inicial de la
DA. No obstante, también observaron que este aumento de DA se mantuvo un tiempo
prolongado lo cual parecia indicar que este aumento también estaba implicado en el

procesamiento de la informacion.

Asi pues, aunque no todos los estudios reflejen los mismos resultados, el sistema
dopaminérgico parece también estar implicado en los procesos de memoria,
interactuando con el sistema colinérgico (Castellano y cols., 1996). Goldman-Rakic y
cols (2004) realizan una revision sobre los estudios realizados tanto en humanos como
en primates. La deficiencia de dopamina en el cortex prefrontal conlleva un mal
funcionamiento de esta area en las tareas cognitivas. Tanto los estudios preclinicos
como clinicos han demostrado una relacion directa entre la funciéon de la dopamina
prefrontal y la integridad de la memoria de trabajo, sugiriendo que la insuficiente

estimulacion del receptor D, provoca déficits cognitivos, proponiendo tratamientos que
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la aumenten, restaurando asi la funcion cognitiva en la esquizofrenia (Goldman-Rakic y

cols., 2004).

Sistema glutamatérqgico:

Los efectos postsinapticos del glutamato estan mediados por varios tipos de
receptores. Entre ellos se encuentran los NMDA. Estos receptores son muy importantes
en la PLP en varias regiones de la formacion hipocampal. Schroder y cols (2000)
estudiaron la implicacion de los receptores glutamatérgicos, del hipocampo y de la
corteza parietal en los procesos de memoria durante una tarea de evitacion inhibitoria.
Estos autores observaron que existia un incremento de los receptores glutamatérgicos
del hipocampo cinco minutos después de la adquisicion de la tarea, pero no a los quince
o0 a la hora. Este aumento no fue observado, en ninguno de los momentos, en la corteza
parietal. Consideraron que estos resultados reflejaban el papel de los receptores
glutamatérgicos del hipocampo en la formaciéon de la memoria poco después de la
adquisicion de una tarea de evitacion inhibitoria. Estos autores sugirieron que dicho
aumento de los receptores glutamatérgicos podria deberse a cambios en los receptores
glutamatérgicos NMDA, sin producirse cambios en los receptores AMPA (Schroder y

cols (2000).

Kalivas y cols. (2001) sin embargo observaron que la estimulacion de los receptores
glutamatérgicos AMPA en estructuras relacionadas con la corteza prefrontal (globus

pallidus) produjo un dafio en la memoria de trabajo y en la discriminacion espacial.

En ratones mutados para que no tuvieran receptores NMDA en el campo CAl del
hipocampo se estudid su ejecucion en el laberinto de Morris (Tsien y cols., 1996). Los
ratones mutados tardaron mucho mas que los control en realizar el aprendizaje que

aquéllos cuyas neuronas tenian los receptores NMDA.

Ademas existen evidencias que sefialan que los antagonistas de los receptores
NMDA perjudican la adquisicion y/o consolidacion de varios tipos de tareas de
memoria (Doyle y cols., 1998). Izquierdo y cols (1997b) observaron que la
administracion postadquisicion de AP5 (antagonista receptores NMDA) en evitacion

inhibitoria deteriora el aprendizaje.
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Tambien existen evidencias de que el sistema glutamatérgico interacciona con el
sistema colinérgico, ya que la administracion de oxotremorina (agonista colinérgico)
antagonizo el efecto amnésico producido por el MK-801 (antagonista receptores

NMDA) sobre la tarea de evitacion inhibitoria (Castellano y cols., 1996).

Sistema gabaérgico:

La presencia de neuronas gabaérgicas en la corteza cerebral, la amigdala, el septum,
el hipocampo y el nicleo basal magnocelular (Florez y Pazos, 1997), areas relevantes en
los procesos de memoria, sugiere su papel modulador en los procesos de consolidacion
de la memoria (Brioni, 1993). Ademds, se sabe que este sistema interactiia con el
colinérgico (Clements y Bourne, 1996) y asi, por ejemplo, en monos, las células
colinérgicas del nucleo basal reciben sinapsis de los axones gabaérgicos (Smiley y
Mesulam, 1999). La memoria parece ser mas susceptible a los cambios en la actividad
de este sistema que a los acaecidos en los sistemas colinérgicos o dopaminérgicos

(Rammsayer y cols., 2000).

Varios trabajos sefialan que la administracion de agonistas GABAérgicos, antes o
después de la adquisicion de la tarea de aprendizaje, produce un deterioro sobre los
procesos de aprendizaje y memoria (Izquierdo y cols., 1997b; Farr y cols., 2000,
Zarrindast y cols., 2001; Izquierdo y cols., 2007). De hecho, las benzodiacepinas,
utilizadas por sus propiedades ansioliticas, producen deterioro en los procesos de

memoria ¢ incluso amnesia anterograda (Beracochea, 2006).

Asimismo, la administracion de antagonistas GABAérgicos produce una mejora en

los procesos de aprendizaje y memoria (Farkas y Crowe, 2000, Farr y cols., 2000).

Como reflexion final de este apartado, a pesar de que la literatura ofrece resultados
contradictorios (Brown y cols., 2001), se puede afirmar que el sistema histaminérgico

ha adquirido una gran relevancia en los estudios de aprendizaje y memoria.
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3.2.4- BIOLOGIA MOLECULAR DE LA MEMORIA

Jodar y Kaneto (1995) resaltaron que solo desde la neurofarmacologia hasta la
psicologia cognitiva pasando por estudios conductuales, bioldgicos, genéticos se podria
tener una apreciaciéon cercana a la memoria y sélo asi comenzar a aprender como
podemos recordar las cosas pasadas. Los mecanismos moleculares de la formacion de
la memoria y su modulacion se conocen sobre todo a partir de la farmacologia
conductual, gracias a la cual se ha averiguado no s6lo donde y cuando tiene lugar un
determinado proceso, sino coOmo ocurren y qué pasos estdn implicados en cada
secuencia (Izquierdo y McGaugh, 2000). La mayoria de los estudios se han centrado en
el hipocampo, aunque la corteza entorrinal, la corteza parietal posterior y la
circunvolucion del cingulo anterior y posterior son también cruciales para la formacion
de la memoria y requieren mecanismos bioquimicos esenciales como son los receptores

de glutamato y las proteinquinasas (Wolf, 1998).

La potenciacion a largo plazo (o PLP), un tipo de neuroplasticidad celular
descubierta al principio en el hipocampo y mas tarde en otras areas cerebrales, parecia
ser el cambio neuronal capaz de proporcionar una base para la memoria (Malenka y
Nicoll, 1999). Pero aunque la potenciacion a largo plazo se induce en areas de conocida
implicacion en algunos tipos de memoria, y hay muchas similitudes entre ambos
procesos, queda por determinar que la memoria dependa de la potenciacién a largo
plazo o que la ocurrencia de la potenciacion a largo plazo esté correlacionada con la

formacion de la memoria (Izquierdo y McGaugh, 2000).

A partir de los estimulos presentados durante la experiencia de aprendizaje, se activa
inmediatamente la liberacion de neurotransmisores o de neuromoduladores como el
calcio y se produce la activacion de las proteinas G (Jodar y Kaneto, 1995). Las
proteinas G suponen el primer paso postreceptorial y las acciones de los receptores
ligados a ellas (dopaminérgicos, adrenérgicos, colinérgicos y serotoninérgicos) estan
mediadas por el sistema adenilciclasa (AC) y por el fosfoinositol (FI). Gracias al
primero, los segundos mensajeros (AMPc) activan la proteinquinasa dependiente del
AMPc (PKA) que provoca la fosforilacion de una variedad de sustratos que inician
modificaciones tanto a corto (aumento en la liberacion de los neurotransmisores) como

a largo plazo (sintesis de nuevas proteinas mediadas por la regulacion de la expresion
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génica a través de los factores de transcripcion previamente fosforilados por las
proteinas quinasas) (Jodar y Kaneto, 1995). Las proteinas recién sintetizadas inducen
unas modificaciones que se mantienen mediante la participacion en los pasos
implicados en el crecimiento neuronal relacionado con el aprendizaje (Jodar y Kaneto,
1995). El CREB (proteina que se une al elemento de respuesta del AMPc) es un factor
de transcripcioén encargado de mediar en la mayoria de las acciones del sistema AMPc
sobre la expresion génica estimulando la produccion de factores neurotroficos, como el
BDNF y que puede ser modulado por la accion de los antidepresivos. El diacilglicerol
(DAG), elemento resultante de la activacion del segundo sistema (FI), activa la
proteinquinasa PKC y la dependiente del calcio/calmodulina (CaMKII) (ver Fig.
3.2.10).

Mediante ratones transgénicos que expresan una forma alterada de CaMKII en el
hipocampo se ha demostrado que es esencial en los primeros estadios de la
consolidacion (Malenka y Nicoll, 1999; Frankland y cols., 2001). Las investigaciones
han permitido comprobar que CREB es fundamental para la formacién de la memoria
(Silva y cols., 1998), y mas concretamente, para convertir la memoria a corto plazo a

memoria a largo plazo (Mayford y Kandel, 1999).

La modificacion sinaptica a largo plazo incluye la sintesis de nuevas proteinas
mediadas por la regulacion de la expresion génica a través de los factores de
transcripcion CREB que habian sido previamente fosforilados por las proteinquinasas.
Asi, las proteinas recién sintetizadas inducen de nuevo modificaciones que se
autoperpetiian con la activacion persistente de las quinasas y mediante la participacion
en los pasos implicados en el crecimiento neuronal relacionado con el aprendizaje.
Estas proteinas no actian solamente en aquellas sinapsis que han provocado su sintesis,

sino que actian en todas las sinapsis en general (Frey y Morris, 1997).

Los tres tipos de plasticidad van acompafiadas de un aumento en la produccién de
proteinas, lo que permite que las reacciones quimicas transitorias que se han
mencionado tengan mayor duracién y constituyan hipotéticamente la huella de la

memoria (Malenka y Nicoll, 1999).
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Fig. 3.2.10. Sistemas de segundos mensajeros ligados a receptores asociados a proteinas G (G) y vias
de transduccion intracelular: adenilciclasa (AC), el sistema AMPc (AMPc); proteinquinasa A (PKA) y C
(PKC); sistema fosfoinositol (FI); sistema diacilglicerol (DAG) y proteinquinasa dependiente del
calcio/calmodulina (CaMKII) (Adaptado de Alamo y cols., 1998).

En la evitacion inhibitoria los sucesos moleculares en la region CA1 del hipocampo
producen PLP, requiriendo sucesos equivalentes en la amigdala basolateral y la corteza
entorrinal, parietal y cingulada. La consolidacion de la memoria comprende una
compleja red de sistemas cerebrales, y sucesos moleculares seriales y paralelos, incluso

para un aprendizaje de evitacion inhibitoria de un ensayo (Izquierdo y cols., 2006).

En la Fig. 3.2.11. se muestran los lugares criticos para la formacién de la memoria
en neuronas tanto de la aplisia como del hipocampo de mamiferos, segiin Barco y cols.
(2006).
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(a) (b)

Aplysia Sensory Neuron Mammalian Hippocampal Neuron

Fig. 3.2.11. Lugares criticos para la formacion de la memoria en neuronas de la aplisia y del
hipocampo de ratén. Estos modelos resaltan y comparan 11 mecanismos criticos celulalres y moleculares
del almacenamiento de la memoria que se han identificado tanto en neuronas sensoriales de la aplisia (a)
como en neuronas piramidales de CAl de raton (b). (Barco y cols.,, 2006). 1- Liberaciéon de
neurotransmisor y fortalecimiento a corto plazo de las conexiones sinapticas. 2- Equilibrio entre la
actividad de las kinasas y la de las fosfatasas. 3- Transporte retrogrado desde la sinapsis al nucleo. 4-
Activacion de factores de transcripcion en el nicleo. 5- Induccion de expresion genética dependiente de
la actividad. 6- Alteracion de la cromatina y cambios epigenéticos en la expresion de genes. 7- Captacion
en la sinapsis de productos genéticos sintetizados recientemente. 8- Sintesis local de proteinas en las
sinapsis activas. 9- Crecimiento sinaptico y formacion de nuevas sinapsis 10- Activacion de sinapsis
preexistentes silenciosas. 11- Mecanismos de autoperpetuacion y bases moleculares de la persistencia de
la memoria. La localizacion de estos mecanismos se desplaza de la sinapsis (1-2) al ntcleo (3-6) y vuelta

a la sinapsis (7-11). (Figura tomada de Barco y cols., 2006).
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3.3- CONDICIONAMIENTO DE EVITACION INHIBITORIA
3.3.1- INTRODUCCION
Definicidn y caracteristicas

La evitacion inhibitoria o pasiva, consiste en condicionar al animal para que aprenda
a evitar un estimulo aversivo suprimiendo una conducta particular (p.e., inhibir una
actividad innata a su especie o un habito adquirido). Todos los tipos de evitacion
inhibitoria tienen en comun que en la adquisicién condicionan al animal para que en la
retencion permanezca inmovil y asi que el EI (shock eléctrico) no se presente. Este

condicionamiento tiene unas caracteristicas especificas (Bures y cols., 1983):

(1) La conducta activa debe estar bien definida, ser reproducida y medida
facilmente y el estimulo aversivo debe asociarse claramente con el componente
conductual activo.

(2) Su rapida adquisicion se debe basicamente a que el contexto presenta un alto
grado de implicacion emocional (miedo, dolor) y su ejecucion es muy simple
(no reaccionar), lo que permite medir el tiempo exacto en que la informacion se
introduce en el sistema nervioso del animal.

(3) Generalmente el recuerdo se evalua comparando las latencias antes y después
de aprender el condicionamiento. Hay autores que proponen la utilizacion de un
grupo libre de shock como grupo control, proponen la realizacion de una
comparacion entre grupos en lugar de una comparacion intra sujetos (Everss y

Parra, 1998).
La evitacion inhibitoria se emplea como modelo de memoria por diversos motivos:

(1) su facil adquisicion en un Unico ensayo, lo cual permite el estudio de la
memoria de trabajo (a los 3 segundos), la memoria a corto plazo (los eventos
inmediatos a la adquisicion) y la memoria a largo plazo,

(2) permite precisar el momento de administracion en el que se podria influir, asi
como el control exacto de presentacion del estimulo o el intervalo adquisicion-
retencion. Si el firmaco es administrado antes de que se produzca el aprendizaje

se vera afectada la adquisicion y algo de consolidacion. Se afectara la retencion
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si se administra inmediatamente después del aprendizaje, y la recuperacion si se
administra una vez se ha realizado la consolidacion (Heise, 1981).

(3) su posible modulacion a partir de un circuito neural y una base farmacologica-
molecular ampliamente estudiados,

(4) su amplio uso, lo cual facilita las comparaciones, y

(5) la conducta que se le pide al animal estd dentro de las pautas de conducta

propias de la especie.

La evitacion inhibitoria es sensible a los deterioros derivados de la inactivacion de
determinadas areas o la administracion de diversas sustancias y a los provocados por
otro tipo de dafio cognitivo, por ejemplo, la edad de los sujetos (Carrié y cols., 1999;

Suzuki y cols., 1995).
Tipos de evitacion inhibitoria

Clasicamente se han utilizado tres tipos de evitacion inhibitoria: la “latencia de
bajada” (Step-down), el “pasar al otro lado” (Step-through) y el “test de dos
compartimentos” (Two-compartment test), cuyos procedimientos se detallan a

continuacion (Bures y cols., 1983).
La latencia de bajada

Se usa normalmente una caja rectangular en cuyo centro, sobre un suelo
electrificado, se situa una plataforma de madera elevada. El animal recibe un shock
eléctrico tan pronto como baja de la plataforma y el recuerdo se mide poniendo una
segunda vez al animal en la plataforma y midiendo el tiempo que tarda en saltar de

nucvo.

El procedimiento tipico seguido por Bures y cols., (1983) consiste en tres fases. En
la llamada fase de familiarizacion, al animal se le situa en la plataforma elevada y se
mide la latencia de bajada, desde el momento en que el animal deja la plataforma con
sus cuatro patas, y puede entonces explorar la caja antes de ser devuelto a su jaula. Esto
se repite 3 veces con un intervalo de 30 minutos y a la tercera vez, e inmediatamente
después de que descienda de la plataforma, se le aplica el shock y después se le

devuelve a su jaula. Pasadas 24 horas se le pone de nuevo en la plataforma y se mide la
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latencia de bajada (retencion). La prueba finaliza cuando el animal desciende o bien

permanece mas de un minuto en la plataforma sin bajar.
El pasar al otro lado

Esta es la técnica estdndar para realizar el aprendizaje de evitacion inhibitoria en
ratones, que fue desarrollada por Jarvick y Kopp en 1967. Se sabe que los roedores
evitan la luz intensa, por eso, cuando se les pone en un espacio iluminado conectado
con uno oscuro, prefieren permanecer mas en el oscuro (ver Figura 3.3.1). Este modelo
permite una medicion exacta desde que se deja al animal en el lado iluminado hasta que
penetra en el lado oscuro y recibe el shock. La consolidacion y recuerdo se miden
situando de nuevo al animal en el compartimento iluminado y midiendo el tiempo que

tarda en cruzar al lado oscuro.

a0

Figura 3.3.1. Representacion de la evitacion inhibitoria tipo pasar al otro lado o “step-through”.
Test de dos compartimentos

En campo abierto se sabe que los roedores prefieren los sitios pequefios y oscuros a
los grandes y con luz, de ahi que, en una caja con dos compartimentos de distintas
dimensiones y con diferente luminosidad, los animales pasen mas tiempo en el lado
oscuro y pequeno. En principio, se mide el tiempo que pasa en ambos (Bures y cols.,
1983). En el procedimiento, tras la adaptacion, el animal recibe descargas eléctricas en
su lado preferido (el pequeno). Normalmente, el recuerdo se mide pasadas 24 horas y se
mide la distribucion del tiempo empleado en cada compartimento. En este caso el shock

no es contingente con la respuesta del animal, no se da en el momento en que el raton
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cambia de compartimiento, sino que se da de modo intermitente y también con

independencia de la exploracion.

Estos tres tipos de evitacion inhibitoria se usan ampliamente y, en ocasiones, los
resultados difieren segun el escogido (por ejemplo, Chen y cols., 2002). La posibilidad
es tan amplia que también se ha empleado con otros aparatos que en origen no eran
cajas de evitacion inhibitoria. Asi, por ejemplo, en nuestro laboratorio, se adapatd una
caja de evitacion activa para realizar evitacion inhibitoria (Everss y Parra, 1998), otros
han unido el condicionamiento de evitacion inhibitoria (tipo step-down) con el
condicionamiento de escape, al introducir una zona en medio de la rejilla electrificada

que les evita recibir la descarga eléctrica (Kumar y Kulkarni, 1996).

Cimadevilla y cols. (2000) modificaron un modelo de aprendizaje espacial en el que
el animal debia aprender a evitar una zona dentro de un espacio de arena circular para

no recibir shock (evitacion pasiva o inhibitoria).
3.3.2- NEUROBIOLOGIA DE LA EVITACION INHIBITORIA

La evitacion inhibitoria se emplea mucho en la investigacion para estudiar la
memoria de los animales, entendiendo por memoria “conservar la conducta aprendida
en el entrenamiento, medida por la diferencia en la ejecucién entre entrenamiento y
test” (Heise, 1981). Ya que el aprendizaje no se consolida inmediatamente, sino que
pasa un tiempo (McGaugh e Izquierdo, 2000), la memoria y sus procesos (adquisicion,
consolidacién y recuperacion) se pueden modificar (Shulz, 2000; Dudai, 2000). Abel y
Lattal (2001) distinguen basicamente tres grandes bloques de manipulaciones: la
genética, mediante lesiones y la farmacologica. Los animales manipulados
genéticamente (lo que Izquierdo y McGaugh (2000) entienden como lesion molecular)
manifiestan su distinciéon a lo largo de todo el aprendizaje mientras que mediante
lesiones (irreversibles o no) la modificacion comienza en la etapa de interés y se
mantiene hasta después de la misma. La manipulacion con lesiones tiene también el
inconveniente de que sus efectos pueden estar actuando sobre mas de un sistema de
neurotransmision o que dos areas cerebrales distintas compartan un mismo sistema, con
lo que el alcance de la lesion es desconocido. Unicamente la manipulacion con farmacos
es mas especifica, ya que la sustancia puede ser aplicada y retirada del sistema en un

breve periodo de tiempo que no influye, al menos en teoria, en las siguientes etapas
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(Abel y Lattal, 2001). Al igual que los anteriores tipos de manipulaciones, la
administracion de los farmacos se puede realizar en distintos momentos. Asi, de
administrar el farmaco antes de la adquisicion, se estard incidiendo en el aprendizaje,
entendido como “la adquisicién no transitoria de una nueva o de una conducta
diferente”; si el farmaco se administra tras ser aprendida la tarea, sera la consolidacion
(o retencién) la que se vera afectada y el recuerdo (o recuperacion) si el fArmaco se da

antes del test (Heise, 1981).

El condicionamiento de evitacion inhibitoria, como cualquier otro aprendizaje, esta
influido por muchos factores por lo que, antes de atribuir un cambio en la memoria se
debe excluir la participacion de otros factores como, por ejemplo, la fatiga, los cambios
de estimulos, etc. Esto es importante a la hora de determinar, sobre todo, la
participacion exclusiva de determinadas sustancias, lo que ha permitido avanzar en las
posibles estructuras bioldgicas y los sistemas de neurotransmision implicados en el
aprendizaje en general, y en el condicionamiento de la evitacion inhibitoria en

particular.

A continuacidn, se exponen los descubrimientos en torno a las estructuras y sistemas
implicados en la evitacion inhibitoria. Se resumen so6lo los estudios revisados con
manipulaciones farmacolodgicas y de lesiones reversibles, es decir, aquellas provocadas
por un agente externo que inactivan temporalmente un area sin dafarla de manera

irreversible para comprobar su alcance a posteriori.

Cada vez se estan perfilando mas las areas cerebrales donde se localizarian los
procesos de aprendizaje y memoria. La evitacion inhibitoria permite una buena medida
indirecta de los mecanismos moleculares de la memoria (Izquierdo y McGaugh, 2000)
y la diferenciacién entre memoria a corto y largo plazo (Medina y cols., 1999;
Izquierdo y cols., 1998a,b,c; Izquierdo y cols., 2000a; Vianna y cols., 2000a,b; Souza y
cols., 2002).

A continuacién veremos como la infusién de determinadas sustancias sobre diversas
areas influye en las diferentes fases del proceso de aprendizaje. La complejidad es tal
que para facilitar su comprension se resume la literatura leida en las tablas. No

obstante, esta mas extendido en el texto.
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1- Corteza cerebral

La corteza cerebral tiene un papel muy importante en el condicionamiento de
evitacion inhibitoria. Con la infusioén de diversas sustancias se ha podido confirmar que
la administracion en la corteza frontal de un agente liberador de serotonina, la PCA (P-
cloroanfetamina), durante 7 dias antes de la adquisicion, produjo un descenso de los
niveles centrales de serotonina y de los del metabolito 5-HIAA, lo que a nivel
conductual se tradujo en un peor aprendizaje en ambos sexos (Heinsbroek y cols.,

1988b).

La consolidacion de la evitacion inhibitoria (ver Tabla I) se deterioro tras la infusion
postadquisicion en la corteza parietal posterior de 50 pg de un inhibidor de la
proteinquinasa MAPK, el PD098059, cuando es administrada inmediatamente después
de la adquisicion (Walz y cols., 1999 y 2000), pero no después de 3 6 6 horas (Walz y
cols., 2000). La infusion de 5 pg de un antagonista de los receptores NMDA
glutamatérgicos, AP5, tuvo efectos amnésicos (impidio la consolidacién) tinicamente si
se administraba 60 6 90 minutos tras la adquisicién, pero no antes, es decir, ni
inmediatamente ni a los 30 minutos de la adquisicion (Zanatta y cols., 1996) y también
se impidi6 la consolidacion con la infusion de un inhibidor de la proteinquinasa A
(KT5720) cuando se administrd a las 0, 3 y 6 horas, pero no a las 9 horas de la
adquisicion (Ardenghi y cols., 1997). El SCH23390, un antagonista selectivo de los

receptores dopaminérgicos D1 o el timolol, un bloqueador B-adrenérgico, impidieron la

consolidacion tras 3 y 6 horas de su administracion, efecto que no se presentd si se
administraban inmediatamente después de la adquisicion o a las 9 horas (Ardenghi y
cols., 1997). Sin embargo, la consolidacion mejoro tras la infusion postadquisicion en
la corteza parietal posterior de 8-Br-AMPCc (adenosin ciclico monofosfato), de forskolin,
un activador de la adenilciclasa o del neurotransmisor norepinefrina administradas
todas 3 6 6 horas después de la adquisicion, pero no inmediatamente 6 pasadas 9 horas
de esta fase. La administracion de un antagonista de los receptores serotoninérgicos 5-

HT1 A, NAN-190 no afect6 al condicionamiento en ninguno de los momentos en los que

fue administrado (inmediatamente, a las 3, 6 6 9 horas) (Ardenghi y cols., 1997).
Cuando se midi¢ la actividad de la proteinquinasa A dependiente del AMPc (PKA) tras
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la adquisicion en la evitacion inhibitoria se pudo comprobar que no variaba ni a las 0,

1.5, 3 6 6 horas de la adquisicion (Pereira y cols., 2001a) (ver Tabla I).

La consolidacion también se pudo bloquear con la infusion postadquisicion en la
corteza prefrontal precentral medial anterior de 0.5ug de muscimol, un agonista de los

receptores GABA,; 6 de 0.5ug de SCH23390 si la administraciéon se hacia

inmediatamente después, a los 90 y a los 180 minutos, pero no a los 270 minutos (Mello
e Souza y cols., 2000). Cuando se administraron las mismas sustancias en la corteza
prefrontal precentral medial posterior también se describieron efectos amnésicos si
transcurrian 90 minutos de la adquisicion, pero no si eran administradas inmediatamente
0 pasados 180 minutos de esta fase (Mello e Souza y cols., 2000). La administracion de
APS5 so6lo fue amnésica con la dosis de 0.5ug en el area precentral medial anterior
inmediatamente ¢ a las 3 horas, pero no pasados 90 minutos (Mello e Souza y cols.,

2000).

TABLA I. CORTEZA CEREBRAL Y EVITACION INHIBITORIA

TIEMPO (horas) o |1 [2]3]4[5]6]7[81]09
POSTADQUISICION
8-Br-AMPc o A A o
AP5 °° lmm
Forskolin o A A o
C. parietal KT5720 (] (] (] °
posterior NAN-190 ° ° ° °
Norepinefrina | o A A o
PD098059 v o o
SCH23390  |o - = °
Timolol o = =
C. prefrontal AP5 m ° m
precentral: Muscimol | ] (]
- Medial anterior SCH23390 [} [} [}
- Medial posterior Muscimol ° ]
SCH23390 = o
- Granulada insular 8-OH-DPAT | g
NAN-190 o
TIEMPO (horas) o1 [2]3[4]5]6 7819

Nota: La administracion postadquisicion de diversas sustancias sobre la corteza cerebral produce
amnesia (gg), deterioro (V), mejora (A) o no tiene efectos (0) sobre la consolidacion de la evitacion
inhibitoria. El intervalo adquisicion-retencion fue de 24 horas.
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En la corteza precentral medial, la actividad de la PKA no varia tras la adquisicion
en evitacion inhibitoria (Pereira y cols., 2001a). En la corteza granulada insular de la
corteza prefrontal, la administracion justo después la adquisicion de 1.25 6 6.25 pg del

agonista de los receptores serotoninérgicos 5-HTjpa, 8-OH-DPAT impidi6o su

consolidacion, mientras que la administracion de 0.125 6 1.25ug del antagonista NAN-
190 no tuvo efectos sobre esta area, pero su administracion redujo la amnesia inducida

por el agonista (Mello e Souza y cols., 2001)

Se impidio el recuerdo con la infusion, 10 minutos preretencion en la corteza parietal
posterior, de un antagonista de los receptores AMPA glutamatérgicos, el CNQX, tras 1,

31 6 60 dias de la adquisicion (Quillfeldt y cols., 1996).

2- Sistema limbico

2.1- Formacién hipocampal

La formacion hipocampal es critica para el aprendizaje y la memoria, al establecer
extensas y reciprocas conexiones con la neocorteza (Gluck y Myers, 1997). La
informacion circula de la corteza entorrinal hacia el giro dentado, de ahi al hipocampo,
al complejo subicular y vuelve a la neocorteza antes de regresar a las areas sensoriales.
Tanto en la corteza entorrinal como en el hipocampo es donde mas estudios con

evitacion inhibitoria se han realizado.

Corteza entorrinal

La corteza entorrinal integra la informacion procesada por la amigdala y el
hipocampo durante y después de la adquisicion (Izquierdo y Medina, 1997a). Su
inactivacion 60 minutos antes de la adquisicion en evitacion inhibitoria mediante Sng
de tetrodotoxin impidi6 la adquisicion, pero cuando se administré inmediatamente
después de la adquisicion o antes de la retencion, su inactivacion parecid no ser
relevante ni para la consolidacidon ni para el recuerdo del condicionamiento (Baldi y
cols., 1998). El estudio de Pereira y cols., (2001a) detectd6 aumento en la actividad de la

PKA a las 3 horas de la adquisicion en evitacion inhibitoria, pero no antes ni después.

Sobre la corteza entorrinal, la manipulaciéon farmacoldgica muestra que la

administracion postadquisicion de PD098059 facilito la consolidacion cuando se midid
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a las 1.5 horas (MCP) (Izquierdo y cols., 2000a) pero 24 horas después (MLP) su efecto
era contrario y reveld deterioro en la consolidacion (Walz y cols., 1999 y 2000;
Izquierdo y cols., 2000a). Este efecto deteriorante sobre la memoria a largo plazo
también se obtuvo si la administraciéon se demoraba hasta 3 horas después de la
adquisicion, pero no cuando se administro 90 ¢ 360 minutos después del mismo (Walz
y cols., 2000) (ver Tabla II.1a). Con la administracion de AP5, Gnicamente se impidio
la consolidacion si era administrada 30, 60 6 90 minutos después de la adquisicion
(Zanatta y cols., 1996). Cuando se administraron inmediatamente después de la
adquisicion y el recuerdo se midi6 a las 24 horas, la infusion en esta area de 0.5ug de
KT5720 tuvo efectos amnésicos, a las 3 y a las 6 horas, pero no después (a las 9 horas)
(Ardenghi y cols., 1997), y en otros estudio, la infusion en la corteza entorrinal de
0.5ng de KT5720 6 de 2.5ug de estaurosporin, inhibidor de la proteincinasa C (PKC),
deterior6 la consolidacion en esta area tanto a corto (a las 1.5 horas) como a largo plazo
(a las 24 horas) (Izquierdo y cols., 2000a). La administracion postadquisicion de 0.5ug
de SCH23390 tuvo efectos amnésicos en los estudios que evaluaron el recuerdo a las 24
horas (Ardenghi y cols., 1997; Izquierdo y cols., 1998¢), pero no hubo efectos cuando
se midio el recuerdo a las 1.5 horas (Izquierdo y cols., 1998c); a diferencia de la
administracion justo después del aprendizaje de 0.3ug de timolol ya que deterioré la
memoria a corto pero no a largo plazo (Izquierdo y cols., 1998c) 6 de 2.5ug de 8-OH-
DPAT, que aument6 la consolidacion a corto plazo, pero la deterior6 a largo plazo

(Izquierdo y cols., 1998c).

Sin embargo, la evitacion inhibitoria se ve mejorada tras la infusion de 1.25ng de 8-
Br-AMPc 6 de 0.5ug de forskolin inmediatamente después de la adquisicion, a las 3 y

hasta las 6 horas después (Ardenghi y cols., 1997). El agonista de los receptores D

(SKF38393), también mejoro la consolidacion a largo pero no a corto plazo (Izquierdo
y cols., 1998c). Administrar norepinefrina tras la adquisicion también mejord la
consolidacion tanto a corto (Izquierdo y cols., 1998c) como a largo plazo (Ardenghi y
cols., 1997; Izquierdo y cols., 1998c), en este ultimo caso incluso cuando la
administracion se demord 3 6 6 horas (Ardenghi y cols., 1997). La administracion de
2.5ug de NAN-190 en esta area no tuvo efecto cuando se administré inmediatamente
después de la adquisicion y el recuerdo se midio6 a las 24 horas (Ardenghi y cols., 1997;

Izquierdo y cols., 1998c) ni en ninguno de otros intervalos evaluados (3, 6 y 9 horas)
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(Ardenghi y cols., 1997); pero si se estudiaba la memoria a corto plazo, la
administracion de NAN-190 si deterioraba la consolidacion (Izquierdo y cols., 1998a,
¢). Tampoco varié las latencias la administracion de lavendustin, un inhibidor en
concentraciones altas de la proteinquinasa G (PKG), de KN62, un bloqueador de la
proteinquinasa dependiente de Ca2t/calmodulina (CaMKII), de LY83583, un inhibidor
de la ciclasa guanilil 6 de KT5823, un inhibidor de la PKG, todas evaluadas a corto y
largo plazo (Izquierdo y cols., 2000a). La administracion de 0.5 pg de muscimol o de
0.5 ng de CNQX bloqued la memoria a corto plazo sin afectar a la de largo plazo

(Izquierdo y cols., 1998a).

TABLA II.1a. SISTEMA LIMBICO Y EVITACION INHIBITORIA

TIEMPO (horas) o1 234567819
POSTADQUISICION
8-Br-AMPc A A A o
8-OH-DPAT A~
8-OH-DPAT | g - = o
AP5 ‘m |mm
CNQX o
CNQX m
DPAT A*
DPAT -
Estaurosporin | ¥**
Corteza Forskolin A A A o
entorrinal KN62 o™
KT5720 \ A m n o
KT5823 o**
Lavendustin o**
1.Y83583 o**
Muscimol o
Muscimol m
NAN-190 o o o o
NAN-190 v
Norepinefrina | A** A A o
PD098059 A~
PD098059 v o v o
SCH23390 n n m o
SCH23390 o*
SKF38393 A A A o
SKF38393 \ &
Timolol m u m o
TIEMPO (horas) lo |1 |23 4|5 |6 |7 8109

Nota: La administracion postadquisicion de diversas sustancias sobre la corteza entorrinal produce
amnesia (gg), deterioro ('), mejora (A) o no tiene efectos (0) sobre la evitacion inhibitoria. El intervalo
adquisicion-retencion fue de 24 horas; **: efecto tanto en la MCP (1.5 horas) como en la MLP (24
horas); *: efecto s6lo en la MCP.
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El recuerdo de la evitacion inhibitoria se bloque6 con la infusion preretencion (10
minutos antes) en la corteza entorrinal de CNQX, pasados 1 6 31, pero no tras 60 dias
de la adquisicion (Quillfeldt y cols., 1996). La administracién 6 minutos antes de la
retencion de SKF38393 6 de 8-OH-DPAT no tuvo ningun efecto sobre el recuerdo a
corto plazo (1.5 horas) (Izquierdo y cols., 1998c); estas sustancias, junto con
SCH23390, norepinefrina, timolol y NAN-190 tampoco tuvieron efectos a largo plazo

cuando se administraron 90 minutos antes de la retencion (Izquierdo y cols., 1998c¢).

Hipocampo

La integridad del hipocampo es esencial para que la evitacion inhibitoria se lleve a
cabo, ya que su inactivacion mediante la administracion de tetrodotoxin o de lidocaina
(un anestésico local, bloqueador del canal de sodio), impide su consolidacion en los
estudios realizados tanto a nivel del hipocampo dorsal como ventral (Ambrogi
Lorenzini y cols., 1999). Estaria implicado, entre otros, el sistema glutamatérgico del
hipocampo, que se reflejaria en un aumento de las sinapsis Uinicamente en esta area (y

no el de la corteza parietal) (Schroder y cols., 2000).

Los estudios experimentales han mostrado que se deteriora el condicionamiento tras
la microinyeccion en la region hipocampal CA1 10 minutos antes de la adquisicion de
un inhibidor selectivo de la PKCBI/a (G06976) cuando se midi6 el recuerdo a las 1.5 y
a las 3 horas (MCP) (Paratcha y cols., 2000; Vianna y cols., 2000b), del inhibidor no
selectivo de la PKCBI/aw (G06976) de la PKCBl/aw (GO7874) cuando el recuerdo fue a
las 24 horas (MLP) (Vianna y cols., 2000b), de un inhibidor de la sintesis de 6xido
nitrico (NO-Arg) (Fin y cols., 1995) 6 de un inhibidor de la tirosincinasa, radicicol,
todos ellos administrados 15 minutos antes de la adquisicidon y habiendo sido evaluado

su recuerdo tanto a corto como a largo plazo (Pereira y cols., 2001b).

La consolidacién se deterior6 cuando 50 6 110 minutos, pero no 170 minutos
después de la adquisicion se administrd en la region CA1 del hipocampo dorsal 4.6nM
de G066976 (Paratcha y cols., 2000; Vianna y cols., 2000b), al igual que con G67874
(Vianna y cols., 2000b) (ver Tabla II.1.b). La consolidaciéon a corto plazo (evaluada a
las 1.5 horas) pero no a largo plazo se deteriordé cuando se administré inmediatamente

después de la adquisicion 0.05ug de PD098059 (Izquierdo y cols., 2000a), aunque en

112



Capitulo 3- Memoria

otro estudio una dosis mayor de esta misma sustancia (50 uM) impidio la consolidacién
a largo plazo (a las 24 horas) solamente cuando fue administrada a los 180 minutos,
pero no inmediatamente, 90 6 360 minutos después de la adquisiciéon (Walz y cols.,
2000). La administracion justo después de la adquisicion de Spg de APS, también
afectd negativamente a este fase, pero no después de 30, 60 6 90 minutos (Zanatta y
cols., 1996), en la linea de lo que se obtuvo con el MCPG, un antagonista de los
receptores metabotropicos glutamatérgicos, administrado inmediatamente tras la
adquisicion y no 180 minutos después (Bianchin y cols., 1994); 6 con la infusioén de
2ng de NO-Arg inmediatamente después de la adquisicion, pero no 30 ¢ 60 minutos
después (Fin y cols., 1995). La consolidacion a corto y largo plazo también se deteriord
cuando en esta area se administré inmediatamente después de la adquisicion 2.5ug de
LY83583 (Izquierdo y cols., 2000a) y unicamente se vio afectada la memoria a largo
plazo con la administracion de 0.5ug de lavendustin, de 2ug de KT5823, de 2.5ug de
estaurosporin ¢ de 3.6ug de KN62 (Izquierdo y cols., 2000a). El deterioro derivado de
la administracion justo después de la adquisicion de radicicol, evaluado a las 1.5 horas
y a las 3 horas (MCP) y a las 24 horas (MLP) no se observo cuando se administré 30 6

90 minutos después de la adquisicion (Pereira y cols., 2001b).

En un estudio, se impidi6 la consolidaciéon de la evitacion inhibitoria con la
administracion a las 3 6 a las 6 horas de 0.5ug de SCH23390, de 0.3ug de timolol, 6 de
2.5ug de 8-OH-DPAT, pero no cuando se administré inmediatamente, a las 1.5 6 a las 9
horas de la adquisicion (Bevilaqua y cols., 1997); en otro estudio, la administracion de
8-OH-DPAT 6 de SCH23390 no variaron las latencias de la retencion evaluado a las 24
horas, pero si a las 1.5 horas (memoria a corto plazo), reduciéndolas y aumentandolas,
respectivamente (Izquierdo y cols., 1998¢). Con respecto a la administracion justo
después de la adquisicion de 0.5ug de KT5720, hay deterioro cuando el recuerdo es a
los 90 minutos (MCP) (Izquierdo y cols., 2000a) y a las 24 horas (Bevilaqua y cols.,
1997); la retencion a las 24 horas también mostrd efectos amnésicos a las 3 y a las 6
horas, pero no transcurridas 1.5 6 9 horas de la adquisicion (Bevilaqua y cols., 1997).
La administracion de 0.5 pg de muscimol o de 0.5 pg de CNQX impidio la
consolidacién tanto de la memoria a corto plazo, evaluada a los 90 minutos como la de
a largo plazo, 24 horas después (Izquierdo y cols., 1998a). La administracién de 2.5 pg

de DPAT bloque¢ el recuerdo de la memoria a corto plazo evaluado a los 90 minutos,
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pero no transcurridas 3, 4.5 h en la memoria a largo plazo (Izquierdo y cols., 1999a).
También se ha descrito que la consolidacion de la evitacion inhibitoria mejora con la
infusion postadquisicion en el hipocampo dorsal (CA1) de un agonista de los receptores
de glutamato (ACPD), de manera dependiente de dosis y cuando se administra
inmediatamente tras la adquisicion, pero no cuando se dejan transcurrir 180 minutos
(Bianchin y cols., 1994); ademdas anul6 la amnesia descrita con la infusion de MCPG
cuando se administrd justo después de la adquisicion, pero no transcurridos 180

minutos del mismo (Bianchin y cols., 1994).

TABLA II.1b. SISTEMA LIMBICO Y EVITACION INHIBITORIA

TIEMPO (horas) o [1 ]2 ]3[4 ]5]6 7819
POSTADQUISICION
8-Br-AMPc o A A o
8-OH-DPAT o o m = o
8-OH-DPAT v*
ACPD A o
AP5 Vo |oo
CNQX m
DPAT m
DPAT o
Estaurosporin v
Forskolin o A A o
G66976 *m m
Go67874 u m
KN62 v
KT5720 ~m | o - - o
. KT5823 v
Hlp ocanmpo Lavendustin v
dorsal 1Y83583 v
(CAD) MCPG - 5
Muscimol m
NAN-190 o A A
Norepinefrina | A o A A
NO-Arg VYo o
PD098059 \ A o v o
Radicicol VY **o [ **o
SCH23390 o o = - o
SCH23390 A~
SKF38393 o A A o
SKF38393 \ A
SNAP A A A o
Timolol o o = = o
TIEMPO (horas) o [1 ]2 3[4 ]5 |67 819

Nota: La administracion postadquisicion de diversas sustancias sobre el hipocampo dorsal (CAl)
produce amnesia (g), deterioro (), mejora (A) o no tiene efectos (o) sobre la consolidacion de la
evitacion inhibitoria. El intervalo adquisicion-retencion fue de 24 horas;

**: efecto tanto en la MCP (1.5 horas) como en la MLP (24 horas); *: efecto so6lo en la MCP.
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La consolidacion fue mejor que la de los controles cuando se administrd
inmediatamente después e incluso pasados 60 ¢ 150 minutos de la adquisicion Spg de
SNAP, un facilitador del 6xido nitrico, pero no 300 minutos después (Fin y cols., 1995)
En esta misma drea, la administracion de 1.25ug de 8-Br-AMPc, de 7.5ug de
SKF38393, de 2.5ug de NAN-190 6 de 0.5ug de forskolin mejord la consolidacion
cuando se evalud a las 3 ¢ 6 horas, pero este efecto facilitador no se observé ni cuando
se administraron inmediatamente después ni a las 9 horas de la adquisicion (Bevilaqua
y cols., 1997). Sin embargo, en el estudio de Izquierdo y cols., (1998c), la
administracion de SKF38393 no vario las latencias en la retencion, cuando el recuerdo
se hizo a las 24 horas, pero las redujo cuando el recuerdo se hizo a los 90 minutos. La
norepinefrina también facilitd la consolidacion de esta tarea cuando se administrd
inmediatamente (Izquierdo y cols., 1998c), y a las 3 6 6 horas, pero no transcurridas 1.5

0 9 horas de la adquisicion (Bevilaqua y cols., 1997).

La administracion 10 minutos antes de la retencion de Sp-AMPSc sobre el
hipocampo dorsal (CA1) mejord el recuerdo cuando transcurrieron 24 horas entre la
adquisicion y la retencion (Szapiro y cols., 2000), o incluso 31 dias (Izquierdo y cols.,
2000c), pero no cuando transcurren 3 horas entre ambas fases (Izquierdo y cols., 2000c)

(ver Tabla II.1c).

El recuerdo empeor6 con CNQX pasadas 3 horas de la adquisicion (Izquierdo y
cols., 2000c) 6 24 horas (Quillfeldt y cols., 1996; Szapiro y cols., 2000; Izquierdo y
cols., 2000b), pero no 31 dias después (Quillfeldt y cols., 1996; Izquierdo y cols.,
2000c); sin embargo, la presentacion 60 minutos antes de la retencion de una situacion
novedosa mejoraba su recuerdo a las 24 horas (Izquierdo y cols., 2000b). La
administracion de KN62, no tuvo efectos sobre el recuerdo a las 3 horas (Izquierdo y
cols., 2000c), 24 horas (Szapiro y cols., 2000) 6 31 dias (Izquierdo y cols., 2000c). La
administracion de AP5 no tuvo efectos sobre el recuerdo de la evitacion inhibitoria, ni a
las 3 horas (Izquierdo y cols., 2000c), ni a las 24 horas (Szapiro y cols., 2000; Izquierdo
y cols., 2000b) ni a los 31 dias de la adquisicion (Izquierdo y cols., 2000c¢), pero si una
hora antes de la retencion se les permitia la exploracién de una situacion novedosa, el
recuerdo mejoraba a las 24 horas e incluso a los 31 dias (Izquierdo y cols., 2000b). Con
la administracion preretencion de Rp-AMPc 6 PD098059, el recuerdo empeord

transcurridas 24 horas (Szapiro y cols., 2000; Izquierdo y cols., 2000b) o 31 dias
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(Izquierdo y cols., 2000c), sin que explorar una situacion novedosa modificara los

resultados (Izquierdo y cols., 2000b).

En el caso de MCPG, el recuerdo de la memoria se vio bloqueado a corto (Izquierdo
y cols., 2000c¢) y a largo plazo (24 horas; Szapiro y cols., 2000; Izquierdo y cols., 2000b
y 31 dias, Izquierdo y cols., 2000c). El radicicol también deterioro el recuerdo a las 24
horas de la evitacion inhibitoria (Pereira y cols., 2001b). La administracion
preretencion de G66976 y de GG7874 impidi6 en ambos casos el recuerdo de la

evitacion inhibitoria a las 24 horas (Vianna y cols., 2000b).

TABLA II.1c. SISTEMA LIMBICO Y EVITACION INHIBITORIA

MCP MLP

(1.5 6 3 horas) 24 horas | 31 dias

PRERETENCION

8-OH-DPAT

AP5

AP5 + novedad

CNQX v

CNQX + novedad

G066976

Go7874

ol H |[»|«|»|o]|0o

KN62

Hipocampo
dorsal
(CAI)

NAN-190

(e K¢

MCPG

PD098059

<H

Radicicol

Rp-AMPSc

Sp-AMPSc o

SCH23390

oflo|r|4|l«a|<

SKF38393

Timolol

Nota: La administracion 6-10 minutos antes de la retencion de diversas sustancias sobre el hipocampo
dorsal (CA1) produce amnesia (g), deterioro ('¥), mejora (A) o no tiene efectos (o) sobre el recuerdo de
la evitacion inhibitoria.

La administracion de SKF38393 6 8-OH-DPAT no modificaron las latencias de la
retencidon cuando se administraron 6 minutos antes de la retencion y se evaluo a los 90
minutos (MCP) ni cuando se administro 90 minutos antes de la retencion y se evalud su
recuerdo a las 24 horas (MLP) (Izquierdo y cols., 1998c¢). La administracion de timolol

6 NAN-190 tampoco alter6 el recuerdo a las 24 horas (Izquierdo y cols., 1998c).

2.2- Corteza cingulada
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La administracion en la corteza cingulada posterior de 0.5ug de muscimol
inmediatamente después de la adquisicion deterior6 la memoria a corto (evaluada a las
1.5 horas) y a largo plazo (pasadas 24 horas) (Souza y cols., 2002). El Rp-AMPSc, un
inhibidor de la PKA, sélo deterior6 la consolidacion a corto plazo (a las 1.5 horas) y
con las mismas dosis (0.1 6 0.5ug) el estimulante de la PKA, Sp-AMPSc, no vari6 ni la
memoria a corto plazo ni a largo plazo (Souza y cols., 2002). La actividad de la PKA
tampoco se alter6 ni inmediatamente ni pasadas 1.5, 3 6 6 horas de la adquisicién

(Pereira y cols., 2001a).

3- Amigdala

La amigdala juega un papel fundamental en los condicionamientos clésicos y
también en el condicionamiento de evitacion inhibitoria (Riekkinen y cols., 1993;
Wilensky y cols., 2000; Holahan y White, 2002). En principio se defendia que la
evitacion inhibitoria se almacenaba tanto en el hipocampo como en la amigdala, y que
ambas debian estar presentes para obtener una correcta y completa expresion de esta
memoria (Brioni, 1993), pero ahora algunos autores puntualizan que solo seria
necesaria para la expresion, pero no seria su lugar de almacenamiento (Torras y cols.,
2001). Los estudios muestran que la administracion de diversas sustancias en la
amigdala, modula este condicionamiento y que su lesion reversible mediante
tetrodotoxin o lidocaina tiene efectos deteriorantes o incluso amnésicos sobre el mismo

(Ambrogi Lorenzini y cols., 1999).

La administracion preadquisicion de los antagonistas colinérgicos escopolamina o
mecamilamina impidi6 la adquisicion de este aprendizaje tanto en aquellas ratas con la
amigdala lesionada como en las que no, pero en las lesionadas el efecto amnésico de
estas sustancias era menor. Con los nucleos basales lesionados, la administracion
preadquisicion de nicotina o de arecolina, mejord la memoria y, al igual que los
controles, tuvieron latencias superiores a los demdas grupos también lesionados
(Riekkinen y cols., 1993). La administracion 6 minutos antes de la adquisicion de
KN62, CNQX, AP5, estaurosporin, escopolamina, norepinefrina o picrotoxin (un
antagonista gabaérgico) no tuvo ningun efecto en la memoria de trabajo medida a los 3
segundos de la adquisicion (Bianchin y cols., 1999). La administracion preadquisicion

de un antagonista de los receptores glucocorticoides (RU38486), no vari6 las latencias
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ni en la adquisicién ni en la retencion, ni tampoco las de aquellos grupos que, por
efecto del 8-Br-AMPc, habian aumentado sus latencias. Pero el RU38486 redujo la
mejora obtenida con el clenbuterol, un agonista B-adrenérgico (Roozendaal y cols.,

2002).

La administracion inmediatamente después de la adquisicion del agonista de los
receptores de glucocorticoides, RU28362, en el nucleo basolateral de la amigdala,
mejord la consolidacion (Power y cols., 2000) (ver Tabla III), pero dicho efecto se
reducia si se administraba conjuntamente atropina, un antagonista muscarinico
colinérgico (Power y cols., 2000) 6 previamente se inyectaba atenolol 6 Rp-AMPSc
(Roozendaal y cols., 2002).

TABLA III. AMIGDALA Y EVITACION INHIBITORIA

TIEMPO (horas) [o [1 |2 ]3[4 ][5 [6 [7 [8]9

POSTADQUISICION

8-Br-AMPc o o o

8-OH-DPAT o o o

AP5

Atenolol

Clenbuterol

CNQX

Dexametasona

Escopolamina

Estaurosporin

O WM |pM|(p>E N

Forskolin

KN62

ol

Amigdala KT5720

Muscimol

NAN-190

o|o

Norepinefrina

PD098059

Picrotoxin

Prazosin

RU28362

SCH23390

SKF38393

OOO»‘}O»O.

Timolol

TIEMPO (horas)

o
|
N
N

|4 |56 [7 |89

Nota: La administracion postadquisicion de diversas sustancias sobre la amigdala produce amnesia
(gw), deterioro ('V), mejora (A) o no tiene efectos (0) sobre la consolidacion de la evitacion inhibitoria.
El intervalo adquisicion-retencion fue de 24 horas.

La administracion de determinadas dosis de clenbuterol inmediatamente después de
la adquisicioén, mejor6 su consolidacion (Ferry y McGaugh, 1999; Roozendaal y cols.,

2002). Con la infusion de 50uM de PDO098059 en la amigdala basolateral, la
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consolidacion se deteriord, administrado a los 180 minutos de la adquisicion, pero no
inmediatamente 6 360 minutos después (Walz y cols., 2000). La administracioén justo
después de la adquisicion de Spug de APS impidi6 la consolidacion (Bianchin y cols.,
1999), pero no afecté una vez transcurridos 30, 60 6 90 minutos de la adquisicion
(Zanatta y cols., 1996). La inactivacion de esta zona mediante muscimol administrado
inmediatamente después de la adquisicion también tuvo efectos deteriorantes para el
condicionamiento (Wilensky y cols., 2000), al igual que con la administracion de 1pug

de prazosin, un antagonista selectivo de los a-adrenoceptores (Ferry y cols., 1999) 6

atenolol, antagonista de los B-receptores (Roozendaal y cols., 1999) el cual incluso
atenu6 la mejoria obtenida tras la administracion conjunta de fenilefrina, un agonista no

selectivo de los a-adrenoceptores e yohimbina, un antagonista selectivo de los o-

adrenoceptores (Ferry y cols., 1999).

Pero la infusién postadquisicion en la amigdala de 1.25ug de 8-Br-AMPc, de 0.5ug
de forskolin, de 0.5ug de KT5720, de 0.5ug de SCH23390, de 0.3ug de timolol, de
2.5ng de 8-OH-DPAT, de 7.5 pg de SKF38393 6 de 2.5 pg de NAN-190 no tuvo ningin
efecto en los estudios en los que fueron administrados inmediatamente después, a las 3
horas (Bevilaqua y cols., 1997; Ardenghi y cols., 1997), ¢ a las 6 horas (Ardenghi y
cols., 1997). La infusion inmediatamente después de la adquisicion de KN62, CNQX,
escopolamina o estaurosporin entre el ntcleo central y el basolateral de la amigdala no
tuvo ningun efecto en la memoria a corto plazo evaluada a los 90 minutos de la
adquisicion, pero a las 24 horas, todas ellas demostraron tener efectos amnésicos sobre
la consolidacion de la evitacion inhibitoria (Bianchin y cols., 1999). La consolidacién
mejor6 con la infusion postadquisicion en la amigdala de dexametasona, un
glucocorticoide sintético (Power y cols., 2000; Roozendaal, 2000), de picrotoxin
cuando se evalud a las 24 horas pero no a las 1.5 horas (Bianchin y cols., 1999), de
0.3ug de norepinefrina, si es inmediatamente después (Ardengui y cols., 1997;
Bevilaqua y cols., 1997; Bianchin y cols., 1999) pero no a las 3 horas (Bevilaqua y
cols., 1997) 6 a las 6 horas (Ardenghi y cols., 1997). Setlow y cols., (2000)
comprobaron que era necesario que el complejo basolateral de la amigdala estuviera

intacto para que los glucocorticoides pudieran favorecer la consolidacion de esta tarea.
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Los receptores glutamatérgicos del ntcleo de la amigdala son necesarios para el
recuerdo, ya que la infusién 10 minutos antes de la retencion de 0.5 pg de CNQX lo

deteriora cuando se mide pasadas 24 horas, pero no tras 31 ¢ 60 dias (Quillfeldt y cols.,

1996).

4- Otras areas

Las lesiones quimicas del nucleo basal magnocelular (NBM) deterioran el
condicionamiento de evitacion inhibitoria, lo cual se puede prevenir con agonistas
colinérgicos (Ambrogi Lorenzini y cols.,, 1999), por lo que se postula que la
recuperacion se podria deber a la formacién de nuevos contactos sindpticos o a una
compensacion en la permanencia de los terminales colinérgicos (Dekker y cols., 1991).
Como las lesiones del NBM producen una disminucion significativa de la actividad de
la colina acetiltransferasa, algunos han comprobado que la galantamina, un inhibidor de
la acetilcolinesterasa, administrada antes de la retencion mejora el recuerdo previamente
dafiado (Sweeney y cols., 1990). El NS-105, un estimulador central de la actividad

colinérgica que también incrementa el nimero de receptores GABAp, administrado en

dosis de 3, 10, 30, 100 6 300 mg/kg una hora antes de la adquisicion de la evitacion
inhibitoria, también es capaz de prevenir los efectos amnésicos inducidos por la lesion

de este ntcleo (Ogasawara y cols., 1999).

La lesion bilateral del area pedinculo-pontina dificulta la adquisicion de la evitacion
inhibitoria, mientras que la consolidacioén y el recuerdo quedan intactos (Fujimoto y
cols., 1992). También se ha investigado que las conexiones entre el nucleo
paragigantocelular y el locus coeruleus son relevantes para este condicionamiento: el
primero aporta informacién de los eventos emocionales a las estructuras del sistema
limbico implicadas en la memoria a través de su influencia en el locus coeruleus vy, asi,
su inactivacion mediante lidocaina o muscimol, deteriora la consolidacion, lo que no
ocurre con la inactivacion de las areas adyacentes (areas dorsal y medial del ntcleo
paragigantocelular) (Clayton y Williams, 2000). Los nucleos tuberomamilares, fuente
de la histamina cerebral, mejoran la consolidacion cuando son inactivados mediante la
infusion de lidocaina, pero su inactivacion no tiene ninguna repercusion cuando se
realiza pasadas 5 horas desde la adquisicion (Frisch y cols., 1999). La participacion en

la evitacion inhibitoria del ntcleo del tracto solitario, la sustancia negra, el area septal
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medial, el cuerpo estriado y la neocorteza también se ha documentado (Ambrogi

Lorenzini y cols., 1999).

En resumen, los métodos farmacologicos empleados en los estudios revisados
muestran que el condicionamiento de evitacion inhibitoria depende principalmente de la
actividad integrada de corteza frontal y parietal posterior, amigdala, hipocampo y

corteza entorrinal (Izquierdo y Medina, 1999).

En la evitacién inhibitoria los sucesos moleculares en la region CA1 del hipocampo
producen PLP, requiriendo sucesos equivalentes en la amigdala basolateral y la corteza
entorrinal, parietal y cingulada. Mediante microinfusiones localizadas en diferentes
areas y a determinados tiempos tras la adquisicion, se ha demostrado la importancia de
diversas enzimas en la formacion de la memoria a corto y largo plazo. La consolidacion
de la memoria, que se produce como minimo a las 3-6 horas tras la prueba de
adquisicion de la evitacion inhibitoria, utiliza los receptores NMDA, AMPA y Dy,
siendo inhibida por los receptores GABA, en el hipocampo de la rata (Izquierdo y
cols., 2006). Al ser administrados en la corteza cerebral agonistas o antagonistas de los
receptores de distintos sistemas de neurotransmision se observd que los receptores de
glutamato AMPA y de dopamina D1 en la corteza dorsolateral y ventromedial son
necesarios tanto para la memoria inmediata como para la consolidacién de la memoria
a largo plazo. Asimismo, ambos procesos son susceptibles a la inhibicion del receptor
GABA4 (Izquierdo y cols., 2007). La consolidacién de la memoria comprende una
compleja red de sistemas cerebrales, y sucesos moleculares en serie y en paralelo,
incluso para un aprendizaje de evitacion inhibitoria de un ensayo (Izquierdo y cols.,

2006).
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CAPITULO 4: ANTIDEPRESIVOS Y MEMORIA

4.1- INTRODUCCION

El cerebro humano tiene aproximadamente cien
mil millones de neuronas, que estan unidas en redes
para producir la gran variedad de atributos mentales
y cognitivos que nos caracterizan, tales como la
memoria, inteligencia, emocion y personalidad
(Tsien, 2000). La gran cantidad de sinapsis que se
producen entre ellas hace imposible que los

procesos que regulan sean reducidos a la

simplicidad. Esto hace que cualquier objeto de
estudio en realidad esté interfiriendo y sea interferido por otros numerosos procesos, no
se puede incidir en uno de ellos sin modificar en parte otros caracterizados por su

proximidad fisica o funcional.

Como vimos en el Capitulo 2 los antidepresivos se caracterizan por producir
mejorias en la depresidon, pero también, segiin el mecanismo de accion, por producir
unos efectos que van desde un aumento de la somnolencia a posibles déficits en la
memoria. En este sentido es importante a la hora de elegir la medicacion tener en cuenta
el tipo de paciente que se va a tratar y los efectos secundarios de algunos antidepresivos.
Por ejemplo, los ancianos pueden presentar déficits previos de memoria debidos a la
edad que pueden ser aumentados con la administracion de determinados antidepresivos.
Ademas son mas sensibles a los efectos adversos de los farmacos anticolinérgicos

(Riedel y Van Praag, 1995).

Nos encontramos a la vez con un problema afiadido: los problemas de la memoria no
solo son referidos tras la administracion de algunos antidepresivos, sino que suelen
cursar paralelamente con el proceso mismo de la depresion. En numerosos estudios que
tienen en cuenta el deterioro cognitivo presente en la depresion se describen quejas de

falta de concentracion y de problemas de memoria, reflejados en una peor ejecucion por
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parte de los sujetos con depresion frente a los sujetos sanos en pruebas de memoria y

aprendizaje (Thompson y cols., 1991; Isley y cols., 1995).

La mayoria de personas con depresion son tratadas de forma ambulatoria, con la
finalidad de que puedan continuar su vida profesional y su rutina diaria. Por ello es
necesario que la prescripcion de antidepresivos dafie minimamente sus funciones

cognitivas (Amado-Boccara y cols., 1995).

Las investigaciones centradas en estudiar los problemas cognitivos en pacientes con
depresion difieren en las conclusiones, lo que dificulta el llegar a una conclusion
determinante. Estas diferencias se deben en parte a diferencias metodologicas, como la
seleccion de la muestra ante diferentes criterios diagnosticos, diferentes edades de los
pacientes, la amplia variedad de tests empleados, y en el caso de que se administre
tratamiento farmacologico, a las diferentes dosis y a los diferentes farmacos utilizados

en los distintos estudios (Danion, 1993).

En este capitulo describiremos, en primer lugar, la relacion existente entre el proceso
de la depresion y el posible deterioro cognitivo que la acompaiia, y en segundo lugar
estudiaremos los efectos en la memoria del tratamiento farmacologico de la depresion.
En este apartado haremos hincapié en los efectos de los antidepresivos producidos en
personas con depresion y los producidos en animales de laboratorio, que nos acerca al

conocimiento de lo que ocurre en humanos.
4.2- DEPRESION Y MEMORIA

Una queja bastante frecuente en los pacientes deprimidos es la relacionada con
problemas de memoria. La depresion estd asociada con déficits en la memoria (Schmitt
y cols., 2006). En ocasiones la gravedad del dafio cognitivo en la depresion es tal que

los pacientes pueden ser diagnosticados de pseudodemencia (Yousef'y cols., 1998).

Una de las consecuencias del exceso de estrés es la depresion. Es bastante posible
que las alteraciones de memoria que ocurren en la depresion estén muy relacionadas con
los efectos que tiene el estrés en el hipocampo. De hecho, parece claro que los
esteroides suprarrenales liberados en situaciones de estrés son responsables de cambios

fisicos en el hipocampo y de los problemas de memoria subsecuentes (Le Doux, 1999).
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Cuando las personas o animales se encuentran en una situacion de estrés (estimulo
emocional), la glandula suprarrenal segrega varias hormonas esteroideas al flujo
sanguineo, la mas importante de las cuales es en nuestra especie el cortisol y en los
roedores la cortisona. Los esteroides suprarrenales ayudan al organismo a movilizar sus

reservas de energia para afrontar la situacion de estrés (ver Fig. 4.2.1).

CORTEZA SENSORIAL

y

CORTEZA DE TRANSICION

A Corteza perirrinal, hipocampica y entorrinal

TALAMO SENSORIAL NUCLEO AMIGDALINO

HIPOCAMPO

A
A
+ -
ESTIMULO
EMOCIONAL
FSC
(o)
ACTH
CORTEZA

SUPRARRENAL

Fig. 4.2.1. Vias a través de las cuales una depresion causada por estrés puede producir déficits en los
procesos de aprendizaje y memoria (tomado de Le Doux, 1999). (Hipot NPV: Nucleo paraventricular del
hipotalamo; FSC: factor de secrecion de corticotropina; PIT: glandula pituitaria o hipofisis; ACTH:

hormona adrenocorticotropa o corticotropina; EST: hormonas esteroides).
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Cuando el ntcleo amigdalino (que participa en el control de la secrecion de
hormonas esteroides suprarrenales) detecta el peligro, envia sefiales al nucleo
paraventricular del hipotalamo (NPV) que, a su vez, mediante el factor de secrecion de
corticotropina (FSC) envia sefiales a la hipofisis (PIT) que segrega la hormona ACTH
(corticotropina). El ACTH fluye por la sangre hacia las glandulas suprarrenales para
provocar la segregacion de hormonas esteroides (EST). Estas hormonas se desplazan a
través de la sangre hasta el cerebro, donde se unen a receptores del hipocampo, del
nucleo amigdalino, de la corteza prefrontal y de otras zonas. Los receptores de
esteroides hipocampicos forman parte del mecanismo de control que ayuda a regular la
cantidad de hormonas esteroideas que se segregan. Ante una situacion de estrés, la
amigdala da la orden de segregar mientras que el hipocampo da la de disminuir la
secrecion. Tras varios ciclos de estas instrucciones, la concentracion de estas hormonas

en la sangre se ajusta a las exigencias de la situacion estresante.

Mientras el estimulo emocional esté presente, este proceso seguira actuando. Si el
estrés dura demasiado la regulacion de la secrecion que hace el hipocampo, asi como las
demas funciones de éste, empiezan a fallar. Por ejemplo, las ratas bajo estrés son
incapaces de aprender y recordar como encontrar la plataforma en el laberinto de agua.
El estrés también afecta a la capacidad de provocar la potenciacion a largo plazo en el
hipocampo, lo cual puede provocar estos fallos en la memoria. De hecho, el estrés grave
se ha demostrado que puede tener como consecuencia la degeneracion de las dendritas
del hipocampo, de manera que si el estrés aparece de forma ininterrumpida podria
producir estos cambios de forma irreversible (McEwen y Sapolski, 1995). Lai y cols.
(2003) muestran que serotonina, noradrenalina y antidepresivos actian a través de
distintos mecanismos sobre las neuronas hipocampales para regular la expresion del
receptor de glucocorticoides y mineralocorticoides. Por ello la manipulacién de los
niveles de neurotransmisores o de antidepresivos conlleva el equilibrio de los receptores

de corticosteroides hipocampales, revirtiendo la hiperactividad del eje HPA.

Hay evidencia experimental de que el estrés induce cambios en la red neural, en
particular en el hipocampo, cortex prefrontal y amigdala. Dentro de la formacion
hipocampal el estrés remodela las dendritas de las neuronas piramidales CA3 y reduce
el nimero de sinapsis. También inhibe la neurogénesis en el giro dentado y en el cortex

prefrontal, mientras que en la amigdala puede producir una hipertrofia dendritica. Todos
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estos cambios indican una reorganizacion de las redes neurales. Los efectos del estrés en
la emocién y procesos cognitivos suelen ser interpretados como efectos negativos. Sin
embargo, es posible que, al menos en parte, refleje una respuesta adaptativa, una
reforma de sus interconexiones para buscar los cambios requeridos de los estimulos

internos o externos (Fuchs y cols., 2006, 2005).

Una caracteristica de los pacientes deprimidos es la deformacion del recuerdo. Esta
observacion, que surge de la experiencia clinica, se basa en una mayor probabilidad de
recordar acontecimientos tristes, siendo €stos mas accesibles a la persona deprimida. Al
restablecerse de la depresion se produce una recuperacion del acceso equilibrado a sus
recuerdos, positivos y negativos. En un estudio se observo que, tras serles leida una
historia, los pacientes deprimidos, ademas de tener un recuerdo global menor,
recordaban mucho menos que el grupo control las escenas de connotacidon positiva,
mientras que no habia diferencias en los temas negativos o neutros. Queda por
determinar si este fallo del recuerdo relacionado con el valor emocional es debido a

dificultades de registro, retencion o evocacion (Breslow y cols., 1981).

Amado-Boccara y cols. realizaron en 1995 una revision de las pruebas mas utilizadas
para evaluar el rendimiento cognitivo en personas con depresion. Podemos encontrar
estudios que relatan una falta de deterioro en la MCP de los pacientes deprimidos (Ilsley
y cols., 1995), deterioro que si se observa en otros estudios en pacientes que estan

siendo tratados con anticolinérgicos (Frazer, 1997).

Hay estudios que refieren déficits en el recuerdo y reconocimiento a nivel de
memoria declarativa o explicita (Danion y cols., 1991), ante material verbal (Brand y
cols., 1992) y también ante material visuoespacial (Austin y cols., 1992). Otros autores
encuentran lentitud psicomotora generalizada y déficits en los tests de recuerdo libre

(Breslow y cols., 1981; Ilsley y cols., 1995).

También encontramos estudios sobre tareas que implican la utilizacion de la
memoria no declarativa o implicita, como la realizacién de tareas automdticas como
completar palabras. En estos estudios no se encuentran diferencias significativas entre

las personas que padecen depresion y las que no (Danion y cols., 1991; Danion, 1993).
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Neu y cols. (2005) compararon las funciones cognitivas de sujetos sanos y
deprimidos al principio del episodio depresivo y seis meses tras la finalizacion del
tratamiento. Observaron que incluso tras una remision el grupo de pacientes rindié peor

que los controles en pruebas de memoria verbal y fluencia verbal.

El estudio del cerebro durante la depresion sugiere que el episodio depresivo es el
resultado neto de interacciones funcionalmente maladaptativas entre una red de
interconexion limbico-cortical, que incluye corteza dorsolateral, corteza ventral
prefrontal y cingulado (Harvey y cols., 2004; Seminowicz y cols., 2004). Harvey y cols.
(2005), mediante resonancia magnética funcional, compararon la actividad cerebral de
sujetos deprimidos y sanos durante la realizacién de tareas en las que se estudiaba la
memoria de trabajo. La hipofrontalidad observada en la depresion se asocia con un
deterioro en el rendimiento, pero se desconoce si es causa o consecuencia. En este
estudio, se fueron incrementando paulatinamente las demandas cognitivas. No se
encontraron diferencias entre el rendimiento observado en pacientes deprimidos y el de
sujetos sanos. Se observo también en ambos una activacion bilateral de la corteza
prefrontal lateral, cingulado anterior y corteza parietal. Sin embargo, esta activacion fue
diferente: los sujetos deprimidos mostraron una mayor activacion que los sanos.
Necesitan una mayor activacion para mantener un nivel de rendimiento similar al
mostrado por los sujetos sanos durante una tarea de memoria de trabajo que demanda un

esfuerzo continuado, planificacion y recuerdo de la informacion (Harvey y cols., 2005).

También se ha comparado el rendimiento en memoria episddica (mediante la tarea de
recuerdo libre) entre sujetos sanos, deprimidos en primer episodio y recurrentes. Los
pacientes con depresion recurrente muestran un deterioro de memoria al compararlos
con los otros dos grupos y, segin los autores, esto podria reflejar un aumento de la

disfuncion cerebral (Fossati y cols., 2004).

Es muy conocida la interaccion entre trastorno depresivo y disfuncion cognitiva, en
particular, memoria episodica (Airaksinen y cols., 2004; Austin y cols., 2001). Una
posible explicaciéon es que la depresion estd asociada con cambios en estructuras
cerebrales, incluidos hipocampo y corteza prefrontal, que son criticos para el
funcionamiento de la memoria episddica (Campbell y cols., 2004; Drevets, 2000). En

este sentido Airaksinen y cols. (2006) han encontrado tras un estudio longitudinal de
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tres aflos que los pacientes con depresion mantienen el deterioro en memoria episodica a

pesar de la gran mejora sintomatica y de funcionamiento social.

Porter y cols. (2003) realizaron un estudio del deterioro cognitivo en pacientes
deprimidos que se encontraban libres de tratamiento farmacoldgico al menos en las
ultimas seis semanas, y lo compard con sujetos sanos. Observaron un deterioro en un
amplio rango de demandas cognitivas, incluyendo aprendizaje visuoespacial y
aprendizaje, atencion y ejecucion. Estos efectos no eran atribuibles al efecto de la
medicacion al no estar esta presente, por lo que este estudio aporta una prueba objetiva

de disfuncion cerebral en la depresion.
4.3- ANTIDEPRESIVOS Y MEMORIA:
4.3.1- EFECTOS COGNITIVOS DE LOS ANTIDEPRESIVOS EN HUMANOS

Con los antidepresivos se produce un doble efecto. Por una parte, al mejorar la
depresion, que como hemos visto lleva implicita problemas de memoria, mejoran los
rendimientos mnésicos. El efecto antidepresivo a la larga comporta el efecto
recuperador de la memoria. Existe evidencia del importante papel que el sistema
noradrenérgico del locus coeruleus juega en la depresion, contribuyendo a desequilibrar
los procesos de atencion, concentracion, memoria, activacion (arousal) y suefio. Los
cambios que probablemente ocurren tras el tratamiento cronico con antidepresivos
permiten una regulacion del sistema noradrenérgico, volviendo éste a ser efectivo
(Ressler y Nemeroft, 1999). Probablemente se produce también una regulacion del
proceso iniciado por el estrés que vimos en el apartado anterior, lo que a su vez reduce

los problemas de memoria.

Por otra parte, sin embargo, se sugiere en algunos estudios de casos que el
tratamiento antidepresivo puede aumentar los problemas de memoria de pacientes
deprimidos. De hecho, el deterioro en la memoria aumenta en algunos casos en el
mismo grado en el que los antidepresivos mejoran su depresion. Los farmacos que se
han visto mas relacionados con este déficit son aquellos con accion sedativa y efectos

antimuscarinicos (Thompson, 1991; Vallejo, 2005; Amado-Boccara y cols., 1995).

En concreto, el tratamiento cronico con amitriptilina alivia los sintomas depresivos,

pero ademas deteriora el funcionamiento de otros procesos: dificultad para concentrarse,
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pensar, calcular, tomar decisiones o juicios, comprender el lenguaje y recordar
informacion general o sobre eventos personales, lo cual se traduce en una ejecucion
diferente en las distintas tareas de memoria, con respecto a los sujetos que no toman
antidepresivos y también en una clara perturbacion de la vida diaria del paciente
(Thompson, 1991; Amado-Boccara y cols., 1995; Riedel y van Praag, 1995; Bassuk y
cols., 1998; Fossati y cols., 1999; Pelosi y cols., 2000; Dozois y Dobson, 2001).

La investigacion pone de manifiesto que este fairmaco afecta negativamente a la
memoria, tanto en su administracién aguda como en cronica (Thompson, 1991; Amado-
Boccara y cols., 1995; Riedel y van Praag, 1995; Lane y O’Hanlon, 1999), en sujetos no
deprimidos como en deprimidos, jévenes o ancianos (Knegtering y cols, 1994; Riedel y
van Praag, 1995; Lane y O’Hanlon, 1999). La amitriptilina es el firmaco mas empleado
para evaluar las funciones cognitivas, entre ellas la memoria (Thompson, 1991) debido
a sus propiedades anticolinérgicas y sedativas (Cusak y cols., 1994) y sobre todo en los
primeros dias, ya que con la toma continuada, la depresion se alivia y los efectos

remiten en algunos estudios (Danion, 1993).

Amado-Boccara y sus colaboradores realizaron en 1995 una revision siguiendo una
clasificacion de resultados de experimentos sobre los efectos cognitivos de los fAarmacos
antidepresivos en funcion del efecto cognitivo que producen (mejoran, no afectan o
deterioran), del modo en que son administrados (de forma aguda o no aguda, ya sea
subcronica o cronica) y de si el sujeto al que se le administra esta deprimido o es un

sujeto sano:

Administracién aguda de antidepresivos en sujetos sanos:

Segun estos autores (Amado-Boccara y cols., 1995) se puede hacer una division
entre los antidepresivos que producen efectos cognitivos positivos, los que no afectan a

las funciones cognitivas y los que las deterioran.

Entre los antidepresivos que producen efectos cognitivos positivos encontramos
principalmente inhibidores selectivos de la recaptacion de la serotonina (ISRS), como la
nomifensina, zimeldina, paroxetina y sertralina. También encontramos un inhibidor de
la recaptacion de NA y 5-HT, el midalcipran. La mayoria de los efectos cognitivos

positivos observados son una disminucion del tiempo de reaccion y una mejoria en el
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CFF (explicado en el apartado anterior). Sin embargo, el efecto positivo en tareas
aisladas quizas no permita la generalizacion de la afirmacion de que produce efectos

cognitivos positivos.

Entre los antidepresivos que no tienen efecto cognitivo detectable encontramos dos
ISRS (fluoxetina y cericlamina), un modulador de la funciéon dopaminérgica
(bupropion), un bloqueador de la recaptacion de NA (viloxazina), y un inhibidor de la

monoaminaoxidasa o IMAO (moclobemida).

Los farmacos que tienen un efecto cognitivo negativo tienen también un perfil
bioquimico especifico. Tienen alta afinidad por los receptores de la ACh muscarinicos,
con un alto efecto anticolinérgico. Antidepresivos sin accion antimuscarinica pero con
un fuerte efecto sedativo, debido a su potencial para bloquear los receptores
histaminicos H; y los alfa-1-adrenérgicos, pueden producir también un déficit de
memoria, como la mianserina y la trazodona (Amado-Boccara y cols., 1995).
Resumiendo podriamos decir que los fiarmacos con accion sedativa y efectos
antimuscarinicos son los mas implicados en los problemas de memoria (Thompson,

1991).

De hecho, se ha propuesto que el deterioro del sistema colinérgico contribuye al
deterioro de la memoria que se observa en el envejecimiento normal y en la enfermedad
de Alzheimer. Por ello los ancianos son mas sensibles que los jovenes a los efectos
adversos de la administracion de farmacos con accion anticolinérgica. Una posibilidad
para combatir los efectos anticolinérgicos seria administrarlos conjuntamente con
farmacos nootropos, pero hace falta mas investigacion sobre el tema (Riedel y Van

Praag, 1995).

Los antidepresivos que tienen mayor accion anticolinérgica son los triciclicos
(Broquet, 1999). En un estudio con voluntarios sanos se observo que la administracién
aguda de antidepresivos sedativos (como los triciclicos) deterioraba la ejecucion en tests
cognitivos y psicomotores, pero que el efecto disminuia con la administracion repetida

(Riedel y Van Praag, 1995).

Los estudios con imipramina tienen resultados contradictorios, aunque suele

observarse efecto sedativo también en las pruebas de activacion (arousal), memoria y
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psicomotricidad. En otros triciclicos como mianserina, desipramina, trimipramina,
nortriptilina, protriptilina y clomipramina también se observan estos efectos, en mayor o

menor medida (Amado-Boccara y cols., 1995).

En antidepresivos no triciclicos, como la doxepina (a través de su alta afinidad por
los receptores H,), maprotilina y trazodona (por su afinidad por los receptores alfa-1-
adrenérgicos) se observan también efectos sedativos y deterioro en algunas pruebas de
memoria. De hecho, los efectos anti-histaminérgicos y anti-alfa-1-adrenérgicos pueden
producir también deterioro cognitivo, ademds de sedacién y deterioro psicomotor

(Riedel y Van Praag, 1995).

La amitriptilina es el antidepresivo mas estudiado en relacion con los efectos
cognitivos de los antidepresivos. Es uno de los farmacos con mayores propiedades
anticolinérgicas y sedativas (ver Capitulo 2). Se observa tras su administracion un
deterioro en casi todas las pruebas de nivel de arousal, memoria y psicomotricidad
realizadas (Thompson, 1991, Amado-Boccara y cols., 1995; van Laar y cols., 2002). Se
ha sugerido que sus efectos en la memoria pueden ser independientes de sus efectos
clinicos (Thompson y cols., 1991). Se observdo un desarrollo de tolerancia en el
deterioro de tareas de memoria inmediata, producido tras la administracion durante dos
semanas de amitriptilina a sujetos sanos, pero no se observo esta tolerancia en el

deterioro de tareas de MLP (Sakulsripong y cols., 1991).

La administracion aguda de 25 mg deterior6 la memoria a corto plazo necesaria para
identificar de entre una serie de digitos un par de estimulos, apenas segundos después de
su presentacion, y ademas redujo su habilidad psicomotora, incremento6 el tiempo de
reaccion y redujo su atencion, incluso cuando la evaluacion se pasaba a las 1, 2.25, 3.5,
6 6 9 horas del tratamiento (Kerr y cols., 1996; Hindmarch, 1998) 6 2, 4 y 6 horas
después (Hindmarch y cols., 2000). En voluntarios jovenes, la correcta ejecucion de una
tarea en la que se les pedia apretar un boton cada vez que se presentaran sucesivos los
nimeros 6 y 4 (presentados unicamente durante 200 milisegundos) se vio disminuida si
3 horas antes se les habia administrado 50 mg de amitriptilina, porque tenian menos
respuestas correctas y reaccionaban mas lentamente que los controles; si 5 horas
después se les evaluaba su capacidad de recordar, repetir y reconocer palabras recién
escuchadas, dichos procesos también aparecian alterados (Linnoila y cols., 1983). En

los voluntarios no deprimidos, ademas de producir sensaciéon de somnolencia, la
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administracion aguda de 50 mg les reducia considerablemente la capacidad para
detectar cuando una luz intermitente se convertia en continua incluso pasadas 6 horas de
su toma; para la mayoria de los autores (por ejemplo, Holmberg, 1981) esta prueba no
exige Unicamente la alerta de los sujetos sino también su capacidad general de procesar
la informacién. En ancianos no deprimidos, tomar 50 mg al dia les produjo
enlentecimiento motor, aumento del tiempo de reaccion (Ghose y Sedman, 1987) y les

alter6 su capacidad para mantener la atencion sostenida (Moskowitz y Burns, 1986).

Administracion aguda de antidepresivos en pacientes:

Hay pocos estudios que hayan evaluado el rendimiento cognitivo de personas
deprimidas durante la primera hora de una administracion unica de farmaco. Sin
embargo se han observado resultados que parecen idénticos a los observados en sujetos
sanos tras la administracion de amitriptilina, imipramina, doxepina y clomipramina

(Amado-Boccara y cols., 1995).

La amitriptilina, con la dosis de 25 mg afecta la ejecucion de una prueba de
estimulos visuales con potenciales evocados tras administracion aguda en pacientes con
dolor cronico neuropatico. Tras dos semanas de tratamiento no se observaron efectos
(Veldhuijzen y cols., 2006a). También se observa un deterioro en un test de conduccion,
comparados con el control, tras la administracion nocturna de 25 mg de amitriptilina a

sujetos con dolor cronico neuropatico (Veldhuijzen y cols., 2006b).

Administracidén cronica o subcrénica de antidepresivos en sujetos sanos:

Lo experimentadores han observado un efecto de tolerancia en todos los farmacos
estudiados que producian deterioro cognitivo. Hay una normalizaciéon en los la
ejecucion de los tests cognitivos entre el dia 7 y el 14, y para los antidepresivos mas
sedativos, del 14 al 21 (Amado-Boccara y cols., 1995). Antes de ese periodo el farmaco
sigue mostrando efectos deteriorantes (Lane y O"Hanlon, 1999). Sin embargo aunque la
administracion a largo plazo es probable que lleve a una tolerancia a los efectos
cognitivos de sedacion y psicomotricidad no ocurre esto en el componente de memoria
(Riedel y Van Praag, 1995). En ancianos no deprimidos, tomar durante tres dias 50

mg/dia de amitriptilina, les dificultd despertar, disminuyo su alerta, necesitaron mas
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tiempo para reaccionar y cometieron mas errores de ejecucion que los controles

(Hindmarch y cols., 2000).

De Visser y cols. (2005) han recopilado los datos de la administracion aguda o
cronica de ISRS y amitriptilina en pacientes sanos desde 1966. Concluyen de su
revision que las bajas dosis de ISRS estimulan tests de atencion y memoria, mientras
que altas dosis tienden a deteriorar los sistemas visuo-auditivos, visuo-motores, asi

como el rendimiento subjetivo, mostrando una aceleracion de las funciones motoras.

Administracidén cronica o subcrénica de antidepresivos en sujetos deprimidos:

Cuando se evaltan los efectos cognitivos de los antidepresivos en personas
deprimidas se tiene que tener en cuenta que la mejoria clinica aparece aproximadamente
en la tercera semana de tratamiento. Lo ideal seria separar los efectos especificos de los

antidepresivos en las funciones cognitivas del efecto clinico, pero esto es complicado.

En la literatura especializada la mayoria de los trabajos muestran una mejoria de la
memoria aproximadamente a la cuarta semana de tratamiento con antidepresivos.
Gallasi y cols., 2006 realizaron una serie de pruebas de memoria a pacientes deprimidos
antes de comenzar el tratamiento con fluoxetina o reboxetina y seis meses después de
finalizar la terapia. Confirman una mejora significativa, aunque incompleta, tras la
remision. No encontraron diferencias entre los efectos de la administracion de los dos
antidepresivos. Utilizaron pruebas que median atencién, memoria implicita, anterégrada

y retrograda.

En el caso de la amitriptilina, la normalizacién en las pruebas de atencion se produce
tras la tercera semana de tratamiento (el impacto sedativo va desapareciendo poco a
poco, por efecto de la tolerancia) (Amado-Boccara y cols., 1995; Lane y O’Hanlon,
1999), aunque en algunos estudios, persiste el deterioro cognitivo, en concreto, para la
memoria implicita. Por ejemplo, Lamping y cols., (1984) la administraron diariamente
a razén de 105 mg/dia durante 28 dias y en el dia cuarto, séptimo y en el vigésimo
octavo, se les presentaron unas pruebas de memoria, principalmente de aprendizaje
verbal, recuerdo (inmediato y a largo plazo) y de reconocimiento; los autores
comprobaron que afectd negativamente a la ejecucion de las pruebas de reconocimiento

de material, pero no a las de recuerdo ni a la ejecucidon psicomotora, razéon por la que
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seflalaron que si el tratamiento crénico produce, ademds de su mejora clinica,
problemas de memoria, se debia a que ambos efectos (clinicos y cognitivos) eran

independientes.

En el estudio de McNair y cols., (1984) realizado con sujetos deprimidos, la
administracion de 116 mg/dia durante una semana afect6 negativamente a su memoria a
largo plazo, de manera que los sujetos apenas recordaban palabras presentadas 45
minutos antes, pero este efecto desaparecid cuando el tratamiento se alargd hasta tres
semanas. Para la memoria a largo plazo, la tolerancia a la amitriptilina no mejoro6 los
resultados hasta pasadas 4 semanas (Riedel y van Praag, 1995), lo que quedaria por
esclarecer es si dicha mejoria obedece a un efecto directo o indirecto del antidepresivo.
La memoria inmediata no fue diferente a la de los controles en ningin momento del
tratamiento, ni tampoco se vio afectada la memoria a corto plazo e incluso los que
estaban bajo tratamiento contestaban mas rapido, aunque pasadas 2 6 3 semanas de
tratamiento, las pruebas de atenciéon mostraron que los deprimidos contestaban un poco
mas rapido que los controles, pero en detrimento de acertar mas (McNair y cols., 1984).
Tucha y cols., (2002) comprobaron que el enlentecimiento propio de los deprimidos se
agravaba con el tratamiento de amitriptilina. Su administracion crénica en ancianos
deprimidos, aumentd los fallos de memoria a partir de 3 semanas de tratamiento e
incluso con dosis bajas y en el caso de darse mejoria, esta era mas lenta que la

observada con otros antidepresivos (Knegtering y cols., 1994).

La investigacion de Sternberg y Jarvick (1976) es una de las pocas en las que se
describe tras el tratamiento cronico durante 26 dias una mejoria clinica acompafiada de
un mejor recuerdo inmediato de figuras, datos personales y asociacion de pares de
palabras, que antes del tratamiento estaban muy por debajo de la ejecucion de los
controles, sin embargo, la memoria a largo plazo, ni estaba deteriorada en los
deprimidos, ni se modificé con el tratamiento. Thompson (1991) sugiere que los
componentes antimuscarinicos, tendrian su mayor impacto en la memoria mas que en el
registro inicial o en el procesamiento de la informacion; en su revision también hay
ejemplos en los que la administracion crénica de amitriptilina alivia los sintomas
depresivos sin tener ningtn efecto en la memoria. En un estudio més reciente, Deuschle
y cols. (2004) utilizaron un test de aprendizaje verbal para evaluar la memoria

declarativa en pacientes con depresion antes, tras 35 dias y mas de 12 meses tras iniciar
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la administracion de tratamiento. El estudio les permitié concluir que la respuesta

clinica al tratamiento con antidepresivos precede la mejora de la memoria declarativa.

Los resultados contradictorios que se encuentran en el estudio de un mismo
antidepresivo pueden ser debidos a diferencias metodoldgicas entre los experimentos.
La poblacion estudiada incluye voluntarios sanos, deprimidos, en tratamiento
ambulatorio o internos, nifios, pacientes ancianos con otros deterioros cognitivos
afadidos, e incluso personas con problemas de alcohol. La dosis y la duracion del
tratamiento también varian de unos estudios a otros. Normalmente a los voluntarios
sanos se les administra una dosis menor que la que se administra a poblacion clinica, y
la duracion del tratamiento no excede de las dos semanas, cuando en la poblacion
clinica se evalua tras 4 semanas de tratamiento. Ademas hay estudios que atribuyen a
problemas de memoria efectos que son atribuibles a los efectos sedativos del farmaco

(Thompson 1991).

Gorenstein y cols., (2006) refieren tras un estudio de seis meses de tratamiento
farmacoldgico con pacientes deprimidos que el uso de antidepresivos no deteriora

consistentemente la memoria, mientras que la mejora clinica es incuestionable.

Sin embargo en un estudio reciente Airaksinen y cols. (2006) han encontrado tras un
seguimiento de tres afos que los pacientes con depresion mantienen el deterioro en

memoria episddica a pesar de la gran mejora sintomatica y de funcionamiento social.
4.3.2- EFECTOS DE LOS ANTIDEPRESIVOS EN ANIMALES

Los estudios en animales pueden ayudar a comprender las bases neurobiologicas de
la relacion entre memoria y depresion. Normalmente los estudios farmacolodgicos de la
memoria se llevan a cabo con el entrenamiento de animales (usualmente ratas o ratones)
en tareas simples de aprendizaje, y comprobando su memoria un dia después o mas
(McGaugh e Izquierdo, 2000). Los efectos derivados de la administraciéon de
antidepresivos en animales han sido muy variados en cuanto a tareas, procedimientos,
cepas y dosis. La tarea de evitacion inhibitoria es la mas utilizada para estudiar los
procesos de aprendizaje porque se aprende muy rapidamente y la memoria puede ser

evaluada con gran facilidad y fiabilidad (Heise, 1981; McGaugh e Izquierdo, 2000). A

136



Capitulo 4- Antidepresivos y memoria

continuacion vamos a ver algunos estudios en los que se administran antidepresivos en

pruebas de memoria.

TRICICLICOS

El aprendizaje de evitacion inhibitoria fue utilizado por Kumar y Kulkarni (1995)
junto con el laberinto elevado plus maze, quienes estudiaron los efectos de la
amitriptilina y la imipramina en la memoria, observando que los animales mostraban un
significativo deterioro de la memoria, siendo potenciado también el déficit de memoria

inducido con la administracién de escopolamina (antagonista colinérgico).

La administracion antes del entrenamiento de 4 mg/kg de amitriptilina deterior6 la
adquisicion de la evitacion inhibitoria, mostrando una disminucion en las latencias del
test frente al control (en ratas, Shimizu-Sasamata y cols., 1993; en ratones, Takahashi y
cols., 1995). En ratones modificados genéticamente a los que se les habia acelerado el
proceso de envejecimiento, la administracion oral de amitriptilina 45 minutos antes del
entrenamiento no tuvo ningin efecto sobre la evitacion inhibitoria (Suzuki y cols.,
1995). En otros casos, administrada durante 14 dias mejor6 el aprendizaje en ratas
bulbectomizadas antes del entrenamiento, pero no se observo este efecto si la
administracion era aguda o se daba so6lo durante 7 dias (Takeuchi y cols., 1997). El
deterioro inducido por la escopolamina se potenci6é cuando se administré amitriptilina
antes (Yamaguchi y cols., 1995) 6 después de aprender el condicionamiento (Kumar y
Kulkarni, 1996). Estos ultimos administraron tras el entrenamiento de evitacion
inhibitoria 1, 5 6 10 mg/kg de amitriptilina a ratones y comparados con el grupo
control, solo los tratados con la dosis de 10 mg/kg mostraban una peor consolidacion.
En ratas, la administracién pretest no influy6 en el recuerdo del aprendizaje de la
evitacion inhibitoria (Klint, 1991). Sansone (1978) encontré que la administracion de
2.5 y 5 mg/kg deterioraba la adquisicion del condicionamiento de evitacion activa al
administrarla 15 minutos antes de cada sesion y, en un estudio posterior y de disefio
parecido replicé los resultados: la administracion de 5 6 7.5 mg/kg de amitriptilina 15
minutos antes de cada sesion (3 sesiones de 50 ensayos cada una), 6 de 5 mg/kg 15
minutos antes de cada sesion (3 sesiones de 100 ensayos cada una), también deteriora el
condicionamiento de evitacion activa (Sansone y cols., 1999). En otro estudio del

mismo grupo de trabajo, se evaluo el efecto de la tacrina y del piracetan para revertir el
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deterioro inducido por la amitriptilina sobre el condicionamiento de evitacion activa

(Pavone y cols., 1997).

Orsetti y cols. (2006) han observado que la administracioén cronica de amitriptilina a
ratas anhedonicas (tras la exposicion a estimulos estresantes) cuyo aprendizaje
visuoespacial estaba deteriorado, revertia este deterioro. En concordancia con este
estudio, Yau y cols. (2002) encontraron que la administracion cronica de amitriptilina a
ratas de avanzada edad disminuia la prevalencia de deterioro cognitivo en el laberinto
de Morris. Monleo6n y cols. (2008) realizan una revision de la literatura concerniente a
los efectos de los antidepresivos en animales. En el caso de los antidepresivos
triciclicos describen estudios que en su mayoria refieren un deterioro de la memoria,

con resultados mas homogéneos cuando la administracion es postadquisicion.
ISRS

El hecho de que los antidepresivos triciclicos deterioraran el aprendizaje mientras
que la fluoxetina (que carece de efectos colinérgicos) no tuviera efectos sobre la
memoria llevo a la conclusion de que el déficit de memoria era inducido por las
propiedades anticolinérgicas de estos farmacos. Kumar y Kulkarni propusieron pues la
fluoxetina (ISRS) como un fiarmaco probablemente mejor que los que tienen
propiedades anticolinérgicas a la hora de ser administrado a pacientes ancianos con
depresion enddgena, propuesta apoyada por otros autores como Riedel y Van Praag en

1995.

En cambio otros autores defienden que no hay suficiente evidencia como para
realizar tal afirmacion (Livingston y Livingston, 1999). En esta linea Riekkinen y cols.
(1991) propusieron, en contra de lo propuesto en los estudios anteriormente
mencionados, que el bloqueo de la recaptacion de 5-HT podia provocar también un
deterioro de la memoria. Los resultados obtenidos por estos autores tras realizar un
experimento con ratas en el laberinto de Morris sugerian ademas que la accidon
deteriorante del alaproclate (inhibidor de la recaptacion de 5-HT) y la de la
escopolamina eran aditivas. Sin embargo, estos resultados podrian deberse a efectos del
alaproclate sobre otros procesos (sensoriales o motores) mas que a efectos en el
aprendizaje espacial (Riekkinen y cols., 1994). Monle6n y cols. (2008) describen la

existencia de un gran numero de estudios en que se refiere un efecto deteriorante de los
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ISRS sobre modelos de memoria animal. De hecho, la fluoxetina administrada a ratas de
forma cronica no produjo deterioro en el aprendizaje espacial, estudiado con el laberinto
de Morris, mientras que si fue éste significantemente danado tras el tratamiento con

estimulacion electroconvulsiva (Stewart y Reid, 2000).

En un interesante estudio se utiliz6 un modelo animal de depresion (ratas a las que
se extraen los bulbos olfatorios) y se observéd tanto un déficit de aprendizaje en la
evitacion inhibitoria “step-down”, como en evitacion activa y laberinto de agua de
Morris, este tltimo revertido por la administracion cronica de ISRS (Song y Leonard,

2005).

En el marco de los experimentos del Departamento de Psicobiologia en el que se

incluye la presente tesis se ha estudiado el efecto en el aprendizaje y la memoria de la

administracion de varios antidepresivos, cuyos resultados se resumen a continuacion:
1- Amitriptilina

- La amitriptilina, administrada de forma aguda, deterior6 la consolidacion del
aprendizaje de una tarea de evitacion inhibitoria en ratones hembras, con dos de
las dosis utilizadas: 7.5 y 30 mg/kg, mientras que en los machos la deterior6 con
las tres dosis utilizadas: 7.5, 15 y 30 mg/kg (Everss y cols., 1999; Everss, 2002;
Parra y cols., 2002).

- La administracion crénica deteriord el aprendizaje de evitacion inhibitoria

(Everss y cols., 2005; Parra y cols., 2006)

- El deterioro producido por la amitriptilina fue revertido por la administracion de
piracetam en machos pero no en hembras cuando la administracion de

amitriptilina es cronica (Everss y cols., 2005).

- La administracion crénica iniciada a las 24 h de la adquisicion del aprendizaje
no produce efectos sobre el aprendizaje, lo que hace pensar que la retencion no

se ve afectada (Parra y cols., 2006).

- Ninguno de los efectos observados sobre el aprendizaje de evitacion inhibitoria

en estos experimentos es debido a un aprendizaje dependiente de estado (Arenas
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y cols., 2006). Como el disefio de este experimento incluyd un grupo que recibia
el farmaco antes del test y no se observaron efectos, podemos decir que la
amitriptilina afecta a la adquisicion y/o consolidacion pero no a la retencion ni a

la recuperacion.
2- Maprotilina

- La administracion de maprotilina (dosis de 5 y 20 mg/kg) a ratones machos 30
minutos antes del entrenamiento en la tarea de evitacion inhibitoria deterioro la
ejecucion de esta tarea en la fase de test, mostrando un déficit en la adquisicion
(y quizas en la consolidacion) de esta tarea, siendo las dosis utilizadas 5, 10 y
20 mg/kg. Este deterioro se observo, tanto tras la administracion aguda como
tras la cronica, sin observarse ningun efecto cuando la administracion del
farmaco se realizd inmediatamente después del entrenamiento (Parra y cols.,

2000).

- La administracion de 15 y 25 mg/kg de maprotilina a ratones machos produce
un deterioro en la fase de entrenamiento del laberinto de agua de Morris

(Ferrer-Afio, 2000; Vinader-Caerols y cols., 2002).

- En otro experimento se utilizaron las dosis de 2.5, 5, 10, 15, 20 y 25 mg/kg de
maprotilina en ratones machos y hembras. Cuando las dosis utilizadas fueron
15, 20 y 25 mg/kg se encontré6 un deterioro en el aprendizaje de evitacion

inhibitoria (Vinader-Caerols y cols., 2006).
3- Fluoxetina

- La administracion aguda de 5, 10 y 20 mg/kg de fluoxetina postadquisicion no
deteriord el aprendizaje de evitacion inhibitoria en ratones (Monleén y cols.,

2001).

- Su administracion cronica durante 21 dias antes del entrenamiento (20 mg/kg)
impidi6 la consolidacién en los machos sin que ocurriera asi en las hembras,
pero en ninguno de los sexos se alteraron las latencias con su administracion

postconsolidacion (Monleén y cols., 2002).
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- Su administraciéon aguda preadquisicion o prerretencion (15 mg/kg) no produjo

efecto en el aprendizaje ni en machos ni en hembras (Arenas y cols., 20006).

De estos datos se puede concluir que la amitriptilina deteriora el aprendizaje de
evitacion inhibitoria, aunque no se conocen con exactitud los mecanismos a través de
los cuales produce este deterioro. Los estudios sobre la memoria en animales permiten
incluso sugerir que este deterioro sobre la memoria puede formar parte del efecto
terapéutico de los antidepresivos (Monledn y cols., 2008). Con el presente trabajo se
pretende contribuir a un mayor conocimiento de la relacion amitriptilina-memoria en
animales, como instrumento para profundizar a su vez en la relacién amitriptilina-

memoria en humanos.
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CAPITULO 5: OBJETIVOS E HIPOTESIS

El principal objetivo de este trabajo es estudiar la contribucion del sistema de
neurotransmision histaminérgico en la accion deteriorante de la amitriptilina sobre la
memoria. Bajo la hipotesis de que la accion antihistaminérgica de la amitriptilina pueda
contribuir al deterioro observado en el aprendizaje, se administraron, junto a la
amitriptilina, sustancias que potencian o disminuyen la neurotransmision histaminérgica
y se estudiaron sus efectos sobre la prueba de evitacion inhibitoria. La administraciéon de
un precursor de la histamina contrarrestaria su efecto antihistaminérgico, esperandose
con ello que revirtiera el deterioro producido por la amitriptilina. Por otra parte la
administracion de un antagonista histaminérgico potenciaria sus efectos

antihistaminérgicos, potenciando con ello su accion deteriorante sobre el aprendizaje.

LOS OBJETIVOS DE LA PRESENTE TESIS FUERON:

1- Replicar el efecto deteriorante de la amitriptilina sobre el aprendizaje de la
evitacion inhibitoria en ratones, realizando ajustes en el procedimiento
conductual, en la intensidad del shock, en la dosis de amitriptilina y en el

momento de administracion (Experimentos 1, 2 y 3).
2- Estudiar los efectos ansioliticos o motores de la amitriptilina (Experimento 2).
3- Estudiar el posible efecto diferencial sobre machos y hembras.

4- Estudiar los efectos de la administracion de un precursor de la histamina (L-
histidina) sobre el deterioro producido por la amitriptilina en la evitacion

inhibitoria;

- Efecto de la administracion tnica de un precursor de la histamina (L-
histidina) sobre el aprendizaje de evitacion inhibitoria (Experimentos 3 y

4)

- Efecto de la administracion combinada de L-histidina y amitriptilina sobre

el aprendizaje de evitacion inhibitoria (Experimento 5)
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5- Estudiar los efectos de un antagonista del sistema histaminérgico (pirilamina)

sobre la actividad locomotora (Experimento 6).

6- Estudiar los efectos de la administracion de pirilamina sobre el deterioro

producido por la amitriptilina en la evitacion inhibitoria:

- Efecto de la administracion de pirilamina sobre el aprendizaje de evitacion
inhibitoria (Experimento 7).
- Efecto de la administracion combinada de pirilamina y amitriptilina sobre

el aprendizaje de evitacion inhibitoria (Experimento 8).

7- Iniciar el estudio de la participacion del sistema serotonérgico en el efecto de la
administracion de amitriptilina en el aprendizaje de evitacion inhibitoria

(Experimento 9).

LAS HIPOTESIS SOBRE LAS QUE SE BASO LA SIGUIENTE TESIS
FUERON:

1- Si realmente la accidon sobre el sistema histaminérgico contribuyera al deterioro
cognitivo producido por la amitriptilina, al ser administrada ésta junto con un

agonista del sistema se contrarrestaria el deterioro.

2- Si el sistema histaminérgico contribuyera al deterioro cognitivo producido por la
amitriptilina, al ser administrada ésta junto con un antagonista, se potenciaria el

efecto deteriorante.

3- En el caso de que el sistema serotonérgico estuviera implicado en el deterioro
del aprendizaje de evitacion inhibitoria producido por la amitriptilina
observariamos un efecto deteriorante sobre el aprendizaje al coadministrar un

agonista serotonérgico junto con una dosis inefectiva (baja) de amitriptilina.
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Experimento 1

6.1.- EXPERIMENTO 1:

EFECTO DE LA ADMINISTRACION POSTADQUISICION DE AMI-
TRIPTILINA SOBRE EL APRENDIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA
CON DOS INTENSIDADES DE SHOCK (0,2 y 0,4 mA) Y EXTINCION
FORZADA

6.1.1.- Introduccion

La amitriptilina pertenece al grupo de los antidepresivos ciclicos (Stahl, 1998c). En
la literatura son conocidos sus efectos deteriorantes sobre tareas de aprendizaje
(Takahashi y cols., 1995; Kumar y Kulkarni 1996), relacionados probablemente con sus
potentes efectos anticolinérgicos y antihistaminérgicos (Richelson, 2003). Sin embargo,
sus beneficios terapéuticos superan los efectos secundarios (Barbui y cols., 2004). En
estudios anteriores a la presente tesis, realizados por el equipo investigador al que
pertenezco, se encontraron efectos deteriorantes de este firmaco sobre el aprendizaje de
la prueba de evitacion inhibitoria en ratones. Estos efectos se encontraron tanto al ser
administrada de forma aguda tras la fase de adquisicion de la prueba como al ser
administrada de forma cronica antes de la misma. En dichos estudios anteriores se
observd que la administracion aguda de 7.5, 15 y 30 mg/kg de amitriptilina tras la
adquisicion bloqued la consolidacion de la evitacion inhibitoria en ratones machos, y en
las hembras lo hizo en las dosis de 7.5 y 30 mg/kg (Everss y cols., 1999; Parra y cols.,
2002). Asimismo la administracion, tanto aguda postadquisicion como cronica, de 30
mg/kg de amitriptilina, produjo un deterioro en la prueba de evitacion inhibitoria tanto
en ratones machos como en hembras, que fue revertido en ambos casos por la
administracion de piracetam (nootropo), aunque en el caso de la administracion crénica
s6lo en machos (Everss y cols., 2005). Posteriormente se observo este efecto
deteriorante tras la administracion crénica pre-adquisiciéon en machos, observandose en
las hembras una tendencia (Parra y cols., 2006). Siendo afectadas las fases de
adquisicion y retencidon, no ocurre asi con la recuperacion del aprendizaje, ya que si se
administra la amitriptilina una vez ha finalizado la consolidaciéon, no se observan
efectos (Parra y cols., 2006). Se puede afirmar que el deterioro producido por la
administracion aguda de amitriptilina no es debido a un aprendizaje dependiente de
estado sino que se puede interpretar como un déficit de memorizacion (Arenas y cols.,

2006). Todos estos datos, en su conjunto, hacen pensar que el efecto de la amitriptilina
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sobre la evitacion inhibitoria estd relacionado con cambios producidos durante la
adquisicion y consolidaciéon de la memoria y no con efectos sobre la retencion o

recuperacion.

Los ratones de la cepa CD1 muestran gran sensibilidad a los efectos de farmacos
ansioliticos y antidepresivos (Cutler y cols., 1997). Se emplearon ratones machos y
hembras en los experimentos realizados por varios motivos. Por un lado, como se
describe en el Capitulo 2, hay constancia de una mayor prevalencia de la depresion en
mujeres que en hombres en la poblacion general. También en ratas se ha observado una
mayor vulnerabilidad a la induccion de la depresion en las hembras que en los machos
(Sun y Alkon, 2006). Por otro lado existe la posibilidad de que haya diferencias entre
sexos en el aprendizaje de evitacion inhibitoria en sujetos no tratados y de que los
antidepresivos (la amitriptilina en este caso) afecten de distinta manera a machos y
hembras, como se ha observado con neurolépticos. En ratones se ha observado un
mayor efecto de los neurolépticos en machos que en hembras en la prueba de evitacion
activa (Monleén y Parra, 1998; Arenas y cols.,, 1999; Parra y cols.,, 1999).
Concretamente en nuestro laboratorio se ha observado un mayor deterioro del
aprendizaje en machos tras la administracion de los antidepresivos maprotilina en
aprendizaje espacial y evitacion inhibitoria (Ferrer, 2000; Vinader-Caerols y cols.,
2002) y fluoxetina y amitriptilina en evitacion inhibitoria (Monledén y cols., 2002;

Arenas y cols., 2006).

Los objetivos del presente experimento fueron replicar los efectos deteriorantes de la
amitriptilina en el aprendizaje de evitacion inhibitoria, comparar los efectos de dos
intensidades de shock eléctrico (0.2 y 0.4 mA), y evaluar los efectos de la extincion
forzada. Se esperaba encontrar un efecto deteriorante de la amitriptilina (administrada
de forma aguda tras la adquisicion del aprendizaje) y un mayor aprendizaje con el shock

de 0.4 mA.
6.1.2- Material y metodo
Sujetos

Se utilizaron 48 ratones machos y 48 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes

de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia).
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El peso a su llegada al laboratorio fue de 26-28 g para los machos y 20-22 g para las
hembras. Fueron alojados por sexos en jaulas de plastico translicidas de 25 x 25 x 14

cm, en grupos de cinco.

El periodo de habituacién de los animales fue de 19 dias, permaneciendo en
condiciones estandar de laboratorio, con agua y comida ad libitum, temperatura
ambiente de 22 £ 2 °C y con un ciclo invertido de luz-oscuridad 12:12 h (luz: 19:30-
7:30 h). El protocolo experimental y la utilizacion de animales cumplié los requisitos
establecidos por la normativa europea vigente (European Communities Council
Directive of 24 November 1986: 86/609/EEC y Real Decreto 1201/2005, de 10 de
octubre, sobre proteccion de los animales utilizados para experimentacion y otros fines

cientificos.).

Farmaco

Los animales experimentales recibieron 30 mg/kg de clorhidrato de amitriptilina
(Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid), disuelta en suero salino para ser inyectada
intraperitonealmente (i.p.) en un volumen fijo de 0.01 ml/g de peso corporal. A los

animales de control se les administr6 el mismo volumen i.p. de suero salino (0.9 %).
Aparatos

Se utilizo una caja de evitacion inhibitoria para ratones (Passive avoidance apparatus,
Ugo Basile, Comerio-Varese, Italia.; ver Fig. 6.1.1). Esta caja consta de dos
compartimentos de 15 x 9.5 x 16.5 cm cada uno, separados por una puerta corrediza de
4 x 4 cm que se cierra mediante un sistema automatico. Un compartimento es de color
blanco y estd iluminado de forma constante con 290 luxes proporcionados por una
bombilla de 24v-10w situada en el techo de la caja. En este compartimento se sitda al
animal al inicio de la prueba. El otro compartimento, en el que el animal recibe el
shock, es negro y permanece a oscuras. El techo de la caja es comun para los dos
compartimentos. La parte de este techo que estd sobre el compartimento blanco es
transparente, lo que permite observar al animal, mientras que la que estd sobre el
compartimento negro es negra y opaca. El suelo de la caja es de barras de acero
inoxidable de 0.7 mm de didmetro separadas entre si por 0.8 cm. Funciona como un
balancin, teniendo el punto de apoyo en la zona de separacion entre ambos

compartimentos. Cuando el animal cruza del compartimento blanco al negro, se cierra la
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puerta y recibe una descarga eléctrica en sus patas. Bajo las rejillas del suelo hay una

bandeja extraible que permite la limpieza tras el pase de cada raton.

Esta caja se encuentra unida a una unidad de control que permite regular los
parametros de la prueba (periodo de adaptacion, intensidad del shock eléctrico, duracion
del mismo y duraciéon maxima del ensayo) y que incluye un contador donde se refleja el
tiempo de latencia de cruce de cada raton. También se utiliz6 una caja de aislamiento en
la que se introdujo la caja de evitacion, con el fin de atenuar la influencia de variables

externas (por ejemplo ruido) que pudieran influir en la ejecucion de la prueba.

Fig. 6.1.1: Caja de evitacion inhibitoria

Procedimiento

Los ratones fueron distribuidos al azar, por sexos, en una de las cuatro condiciones
experimentales siguientes: ratones que recibieron un shock eléctrico de 0.2 mA y fueron
tratados con suero fisiologico (0.2-S) o con amitriptilina (0.2-A) y ratones que
recibieron un shock eléctrico de 0.4 mA y fueron tratados con suero fisioldgico (0.4-S)

o con amitriptilina (0.4-A).
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El disefio de este experimento (ver Fig. 6.1.2.) consta de cuatro fases: una fase de
adquisicion (dia 1), y tres fases en las que se midio la retencién. La primera fase de
retencion se realizo el dia 2 del experimento, la segunda el dia 15 y la tercera el dia 22.
En la fase de adquisicién se colocaba al raton en el compartimento blanco de la caja de
evitacion y se le permitia explorar durante 90 segundos. Transcurrido este tiempo se
abria la puerta de manera automatica y se le concedian 300 segundos para cruzar al
compartimento negro. Si pasado este tiempo el raton no cruzaba, se daba por finalizada
la prueba y la puerta se volvia a cerrar, siendo desechado el animal ya que no recibia
shock. Si cruzaba, la puerta se cerraba automaticamente y recibia un shock de 0.2 0 0.4
mA (segun el grupo al que pertenecia) durante 5 s. En esta fase se registraba el tiempo
que tardaba el animal en cruzar de un compartimento a otro (latencia de cruce) e
inmediatamente después de pasar por la caja de evitacion, se administraba a cada raton

el tratamiento que le correspondia (suero fisioldgico o amitriptilina).

En la fase de retencion I, realizada el segundo dia del experimento se evaluaba la
recuperacion de lo aprendido. Transcurridas 24 horas de la adquisicion, se situaba al
animal en el compartimento blanco. Tras los 90 s de adaptacion se abria la puerta para
permitir el paso del raton al otro compartimento, y se le concedian 300 s para hacerlo. Si
el animal cruzaba se registraba el tiempo transcurrido (la latencia de cruce). Si no lo
hacia, mostrando asi una buena recuperacion de lo aprendido, la puerta se cerraba y se
registraba el tiempo maximo: 300 s. En esta fase no recibia shock ni tratamiento

farmacoldégico.

En la fase de retencién Il, realizada el dia 15 (a los 13 dias de la fase anterior), se
registraban las latencias de cruce en la caja de evitacion de la misma manera que en la
fase anterior. Si el animal cruzaba, se anotaba la latencia y se realizaba la extincién
forzada, obligdndole a permanecer en el compartimento negro sin administrarle shock
eléctrico durante 120 segundos (se realizaba con la ayuda de un cronémetro). Si no
cruzaba, era el experimentador quien lo situaba en el compartimento negro y se

cronometraban los 120 s.

En la fase de retencién III, realizada el dia 22 (a los 7 dias de la fase anterior), se

colocaba al animal en el compartimento blanco y transcurridos los 90 s de adaptacion se
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registraba la latencia de cruce tras la apertura de la puerta, de la misma manera que en

las fases anteriores.

De los 96 ratones empleados, 3 de ellos se desecharon en la sesion de adquisicion al
ser atrapados por la puerta o cerrarse ésta antes de que cruzasen del todo quedando de
esta manera sin recibir shock. Se perdié 1 hembra debido a su bajo peso inicial. Otros 3,
machos, murieron como consecuencia de las agresiones intragrupo recibidas en su jaula,
quedando los grupos de hembras 0.2-S, 0.2-A, 0.4-A constituidos con un n=12, los
grupos de hembras 0.4-S y machos 0.2-A, 0.4-S, 0.4-A con un n=11, y el grupo de

machos 0.2-S con un n=9.
Analisis estadisticos

Los datos directos (x) fueron transformados a valores proporcionales (p=x/300) y a
valores arcoseno (arcsenVp) siguiendo los cambios propuestos por Snedecor y Cohran
(1980) para poder utilizar estadistica paramétrica, ya que los datos no siguen

distribucidén normal.

Se analizaron las latencias de cruce realizando un ANOVA para la fase de
adquisicion y otro para la retencion (con tres niveles de medidas repetidas: Fases de
retencion I, retencion II, retencion III), con tres variables independientes: Tratamiento:

salino (S) y amitriptilina 30 mg/kg (A); Intensidad Shock: 0.2 y 0.4 mA, y Sexo:

machos (M) y hembras (H). Se utiliz6 la prueba Newman-Keuls para comparaciones
entre variables independientes. En el caso de la interaccion Intensidad-Retencion se

procedio a realizar un ANOVA para cada una de las intensidades.
Para realizar todos los analisis se utilizo el programa estadistico STATISTICA.
6.1.3- Resultados

El andlisis de los datos mostr6 que no fue significativo el efecto de las variables
Tratamiento, Intensidad de shock o Sexo en la fase de adquisicion [respectivamente F
(1, 81)= 0.83, p=0.05; F (1, 81)= 0.97, p=0.05; F (1, 81)= 3.3, p=0.05]. Tampoco lo
fueron las interacciones Tratamiento-Intensidad, Tratamiento-Sexo, Intensidad-Sexo ni
Tratamiento-Intensidad-Sexo [respectivamente F (1, 81)= 0.11 p=>0.05; F (1, 81)=0.17,
p=>0.05; F (1, 81)= 1.6, p=0.05; F (1, 81)= 0.67, p=0.05].
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En el ANOVA para las Fases de retencion fue significativa la variable Intensidad (F
(1, 81)= 14, p<0.01), mostrando mayores latencias de cruce los ratones que recibieron el
shock de 0.4 mA. También fue significativa la Fase de retencion (F (2, 162)= 59.4,
p<0.01), asi como la interaccion entre las dos (F (2, 162)= 8.78, p<0.01), sin ser
significativas las demds variables (p=0.05). La prueba Newman-Keuls mostro
diferencias entre todas las fases de la retencion (p<0.01), siendo la Retencion I en la que

presentaron latencias mas altas, y la Retencion III menores.

Para la intensidad de 0.2 mA ni el tratamiento ni el sexo resultaron significativos [(F
(1, 40)= 1.9, p=0.05; F (1, 40)= 1.04, p=0.05 respectivamente)]. Si se encontraron
diferencias entre las distintas fases de la retencion (F (2, 80)= 16.5, p<0.01). La prueba
Newman-Keuls reveld que en la fase de retencion I los ratones presentaron unas
latencias mayores que en la de retencion II y retencion III (p<0.01), sin encontrarse

diferencias entre las fases de retencion II y III (p>0.05) (ver Fig. 6.1.3).
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Fig. 6.1.3. Efecto de la intensidad de shock utilizada (0.2 o 0.4 mA) en la prueba de evitacion
inhibitoria. Los valores representados son la media + ETM (error tipico de la media) de la transformacion
a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce en las distintas fases:

adquisicion (A), retencion I, IT y III (B). ** p<0.01 vs fase anterior misma intensidad de shock.

Para la intensidad de 0.4 mA tampoco fueron significativos ni el tratamiento ni el
sexo [(F (1, 41)= 0.05, p=0.05; F (1, 41)= 0.68, p=0.05 respectivamente)]. Si se
encontraron diferencias entre las distintas fases de la retencion (F (2, 82)= 45.1,

p<0.01). La prueba Newman-Keuls reveldo que en la fase de retencion I los ratones
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presentaron unas latencias mayores que en la de retencion II y retencion III (p<0.01),

encontrandose también diferencias entre las fases de retencion Il y III (p<0.01) (ver Fig.

6.1.3).

No se encuentra, pues, efecto de la amitriptilina (30 mg/kg) sobre el aprendizaje
administrada postadquisicion, ni en los machos ni en las hembras, en ninguna de las
fases del experimento. Tampoco se observan diferencias de sexo, mientras que la
intensidad de 0.4 mA produce mayores latencias que la de 0.2 mA, y una extincion mas

retrasada.
6.1.4- Discusion

Tras los resultados obtenidos podemos afirmar que no se encuentra efecto de la
amitriptilina (30 mg/kg), administrada postadquisicion, sobre el aprendizaje, en ninguna
de las fases del experimento. Tampoco se observan diferencias de sexo. Los resultados
del presente experimento no concuerdan con los encontrados en estudios previos en este
laboratorio (Everss y cols., 1999; Parra y cols., 2002), ni con los encontrados por Kumar
y Kulkarni (1996) con las dosis de 5 y 10 mg/kg (experimento en el que se media la
latencia en alcanzar una plataforma “libre de shock” situada en el centro de la rejilla
electrificada), en los que se observd efecto de la amitriptilina administrada
inmediatamente después de la adquisicion del aprendizaje. Rush (1988) refiere un
resultado similar cuando el farmaco administrado fue escopolamina. Al ser administrada
¢ésta después de la adquisicion los efectos son menores y mas dificiles de observar,
mientras que cuando es administrada antes son mas claros. Se necesitan dosis muy altas
para obtener ese mismo efecto si se administra postadquisicién. La no replicacion de
resultados previos hace que dirijamos la mirada a otros experimentos en los que se ha
administrado el fArmaco antes de la adquisicion: otros autores han encontrado deterioro
en ratas (Takahashi y cols., 1995) y ratones (Arenas y cols, 2006) al ser administrada la

amitriptilina antes de la adquisicion de la evitacion inhibitoria.

La extincion del aprendizaje fue mas rapida en el caso de los ratones que recibieron
la intensidad de 0.2 mA en la fase de adquisicidn, ya que no existen diferencias entre las
dos tultimas fases de la retencion, mientras que los ratones que recibieron 0.4 mA
todavia presentan en la fase de retencion II unas latencias superiores a las observadas en

la retencion I11.
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6.2- EXPERIMENTO 2:

EFECTO DE LA ADMINISTRACION PRE Y POSTADQUISICION DE
AMITRIPTILINA SOBRE EL APRENDIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA
Y LA EJECUCION EN EL LABERINTO EN CRUZ ELEVADO

6.2.1- Introduccién

Como en el Experimento 1 no se encontraron efectos deteriorantes de la amitriptilina
sobre la evitacion inhibitoria, se realizd un nuevo experimento en el que se compararon

los efectos de la administracion del farmaco pre y postadquisicion.

Ademas, se utilizo el laberinto en cruz elevado, por el que pasaron los animales
inmediatamente después de haberlo hecho por la prueba de evitacion inhibitoria. Se
pensé que pasar por el laberinto en cruz podria jugar el papel de tarea distractora,
debilitando asi la consolidacion del aprendizaje. Las tareas distractoras debilitan la
memoria de estimulos negativos (Libkuman y cols., 2004). Si la ausencia de efecto de la
amitriptilina en el Experimento 1 se debia a una consolidacion muy firme, debilitarla

con una tarea distractora podria facilitar la observacion de efecto del farmaco.

También se estudio con el laberinto elevado los efectos sobre la actividad locomotora
y sobre ansiedad que pudiera tener la amitriptilina. En otros experimentos se ha
observado la carencia de efectos de la amitriptilina sobre la ansiedad en esta prueba,
aunque si los hay sobre la actividad locomotora de manera dependiente de la dosis al ser
administrada de forma aguda cuarenta y cinco minutos antes de la prueba del laberinto
en cruz (Parra y cols., 2002), sin observarse efectos al ser administrada de forma crénica

(Parra y cols., 20006).

En este experimento se utiliz6 un shock eléctrico de 0.3 mA. Se tomo esta intensidad
tras estudiar los resultados del Experimento 1, que sugieren que esa intensidad podria

situar la media de la evitacion entre el minimo y el maximo.
6.2.2- Material y método

Sujetos
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Se utilizaron 46 ratones machos de la cepa CDI, procedentes de CRIFFA (Charles
River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de 26-28 g y se alojaron en

jaulas de plastico traslucidas de 25 x 25 x 14 cm, en grupos de cinco.

El periodo de habituacién de los animales fue de 12 dias, permaneciendo en
condiciones estandar de laboratorio, con agua y comida ad libitum, temperatura
ambiente de 22 £ 2 °C y con un ciclo invertido de luz-oscuridad 12:12 h (luz: 19:30-
7:30h).

Farmaco

Los animales experimentales recibieron, como en el experimento anterior, 30 mg/kg
de clorhidrato de amitriptilina (Sigma-Aldrich Quimica S.A., Madrid), disuelta en suero
salino para ser inyectada intraperitonealmente (i.p.) en un volumen fijo de 0.01 ml/g de
peso corporal. A los animales control se les administr6é el mismo volumen i.p. de suero

salino (0.9 %).
Aparatos

En este experimento se utiliz6 en las mismas condiciones la caja de evitacion
inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese, Italia) descrita en el Experimento
1.

Para evaluar los efectos sobre ansiedad y actividad locomotora se utilizé un laberinto
en cruz elevado (Cibertec, S.A., Madrid, ver Fig. 6.2.1). Este laberinto en forma de cruz
estd formado por dos brazos abiertos (30 x 5 cm) y dos brazos cerrados (30 x 5 x 14.5
cm) que parten de una plataforma central comun (5 x 5 cm). El aparato se encuentra
elevado 50 cm del suelo con la ayuda de 5 pilares. El suelo de los brazos del laberinto es
de plexiglas negro y las paredes de los brazos cubiertos estan construidas de plexiglas
transparente, aunque fueron cubiertas en la cara exterior con cartulina negra. Con esto
se pretendia marcar claramente las diferencias entre los brazos abiertos y los cerrados.
Cuanto menos ansioso esta un animal, mas tiempo permanece en los brazos abiertos

(File, 2001).
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La prueba se realiz6 en una habitacion iluminada por cuatro tubos fosforescentes que
proporcionaban una intensidad de luz a la altura del laberinto de 120 luxes. La prueba se

grabo con una camara de video.

Fig. 6.2.1. Laberinto en cruz elevado. Para la realizacion del experimento se forraron las paredes con

cartulina negra.
Procedimiento

Los ratones fueron distribuidos al azar en una de las siguientes condiciones
experimentales (ver Fig. 6.2.2): ratones que recibian antes de la adquisicion
(preadquisicion) y tras la prueba de evitacion inhibitoria (postadquisicion) suero
fisiologico (SS) o amitriptilina (SA), ratones que recibian amitriptilina preadquisicion y
suero fisiologico postadquisicion (AS), y ratones que recibian suero fisiologico
preadquisicion y amitriptilina postadquisicion, pero que pasaron por el laberinto 45
minutos mas tarde de lo que lo hicieron los demés (SA+). Este 0ltimo grupo se

introdujo para comparar los resultados con un experimento realizado previamente en las
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mismas condiciones que el grupo SA+, siendo la amitriptilina administrada 45 antes de
situar a los ratones en el laberinto en cruz (Parra y cols., 2002) con el fin de observar sus
efectos cuando el farmaco esta en su maxima concentracion (45 minutos después de su

administracion aguda 1.p. segun Coudoré y cols., 1994).

EVITACION INHIBITORIA

TRATAMEENTO
S S
| 30nin v * Orin 24h v
——| Adquisicion |F———{Laberinto en cruz |—|@I
S A
; 30min Orin 24h
{ Adguisicion Laberinto en cruz
A S
30nin Orrin 24h
| Adquisicion Laberinto en cruz
S A
; 30rin | 45mn 24h
—— Adauisicion Laberinto en cruz

Fig. 6.2.2. Esquema del disefio del Experimento 2* :administracion del tratamiento correspondiente,
A: 30 mg/kg de amitriptilina, S: salino, +: pasan por el laberinto en cruz 45 min después de la

adquisicion.

El procedimiento seguido en la fase de adquisicién de la prueba de evitaciéon

inhibitoria fue el mismo que en el Experimento 1, con las diferencias de que el shock
utilizado fue de 0.3 mA y de que el momento de administraciéon del Tratamiento se
realizé tanto 30 minutos antes de la prueba como inmediatamente después de realizarla.
Cuando el raton permanecia los 300 s en el compartimento blanco era eliminado, pues
no recibia shock. Se eliminaron 13 ratones por este hecho. Posteriormente se utilizaron
6 ratones de reserva afiadiendo 4 ratones al grupo AS y 2 al SA+, siendo finalmente los
ratones utilizados en la evitacion inhibitoria 33 y quedando los grupos: SS, con un n=7;

SA, con un n=8; AS, con un n=10 y SA+, con un n=8.

Inmediatamente después de recibir el Tratamiento correspondiente, los ratones de los

grupos SS, SA y AS realizaron la prueba del laberinto elevado, mientras que el grupo

SA+ la realizé 45 minutos mas tarde. En esta prueba cada raton era situado en el centro

del laberinto, y era grabado durante 5 minutos con una cdmara de video con la luz
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encendida. Después el animal era devuelto a su caja y el laberinto se limpiaba antes del
siguiente raton. Posteriormente las grabaciones eran visualizadas por dos observadores
entrenados desconociendo qué Tratamiento habia recibido cada uno de los ratones. Se
registraron el nimero de entradas a brazos abiertos y el nimero de entradas a brazos
cerrados. Se consideraba que un raton entraba en un brazo (realizaba un cruce) cuando

lo hacia con las cuatro patas.

La ansiedad fue operativizada como el porcentaje de entradas a brazos abiertos
[(abiertos / abiertos + cerrados) x 100], y la actividad como el numero de entradas a
brazos cerrados (Pellow y cols., 1985; Lister, 1987; Rodgers y Johnson, 1995; File,
2001). Se descartaron los animales que permanecieron los 5 minutos en el centro del
laberinto. De esta manera fue eliminado un raton. También fue eliminado otro raton por
no quedar registrada la tarea en la videocdmara, por lo que en la evaluacion del laberinto
elevado los ratones utilizados fueron 31 quedando los grupos constituidos de la

siguiente manera: SS con un n=7, SA con un n=8, AS con un n=9 y SA+ con un n=7.

A las 24 horas de la adquisicion se realizo la fase de retencion de la prueba de

evitacion inhibitoria, en la que se registro la latencia de cruce de cada raton como se

indica en el Experimento 1.
Analisis estadisticos

Para evaluar la evitacion inhibitoria se analizo la latencia de cruce en cada una

de las dos fases (adquisicion y retencion) con ANOVA siendo la variable independiente
Grupo, con cuatro niveles: SS, SA, AS, SA+, y la variable dependiente Latencia de
cruce. Los datos directos (x) fueron transformados a valores proporcionales (p=x/300) y
a valores arcoseno (arcsenVp) siguiendo los cambios propuestos por Snedecor y Cohran
(1980). Para el analisis de las diferencias de ejecucion entre las dos fases de cada grupo

(intragrupo) se utilizo la prueba t de Student para muestras dependientes.

Con la prueba del laberinto elevado se realizaron dos ANOVAs. Un ANOVA para

analizar el nimero de entradas a brazos cerrados (Actividad), otro para el porcentaje de
entradas a brazos abiertos (Ansiedad), siendo en ambos casos la variable independiente

Tratamiento, con cuatro niveles: SS, SA, AS, SA+.
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Cuando el ANOVA mostraba efectos significativos se utilizaba la prueba Newman-

Keuls para las comparaciones post-hoc entre grupos.
6.2.3- Resultados

El analisis mostré que en la prueba de evitacion inhibitoria el Tratamiento tuvo un

efecto significativo tanto en la sesion de adquisicion (F (3, 29)= 4.76, p<0.01) como en

la de retencion (F (3, 29)=7.85, p<0.01).

Los andlisis post-hoc mostraron que en la fase de adquisicion los ratones que habian
recibido amitriptilina preadquisicion (grupo AS) tardaron significativamente mas
tiempo que el grupo salino (grupo SS) en cruzar al compartimento oscuro (p<0.01). Las
comparaciones del grupo control (SS) con los grupos SA y SA+ no fueron significativas
(p=0.05) (ver Fig. 6.2.3). Si fueron también significativas las diferencias entre el grupo

AS y los grupos SA y SA+ (p<0.05).

En la fase de retencion los ratones del grupo AS fueron los que mostraron una menor
latencia de cruce, siendo la comparacion con el grupo control significativa (p<0.01). Las
comparaciones de los demds grupos con el salino no fueron significativas (SA: p>0.05,

SA+: p=0.05).

(A ADQUISIOION (B) RETENCION
0 0
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Fig. 6.2.3. Latencias de cruce en evitacion inhibitoria. Los valores representados son la media + ETM
(error tipico de la media) de la transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las
latencias de cruce de los distintos grupos en las fases de adquisicion (A) y retencion (B). (S): salino; (A):
30 mg/kg de amitriptilina; (+): pasan por el laberinto 45 min después de la evitacion inhibitoria. **p<0.01

vs. SS, #p<0.01 vs. mismo grupo en adquisicion.
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Las comparaciones entre la fase de adquisicion y la de retencion de cada grupo
mostraron que en todos se encuentran diferencias entre ambas (SS: p<0.01, SA: p<0.01,
AS: p<0.01, SA+: p<0.01), pero en el caso del grupo AS estas diferencias se dan en
sentido contrario (tardan menos incluso en cruzar de lo que lo hicieron en la fase de

adquisicion) (ver Fig. 6.2.3).

El analisis de los datos de la prueba del laberinto en cruz mostré que el Tratamiento

no tuvo efecto en el porcentaje de entradas a brazos abiertos (ansiedad) [F (3, 27)= 0.59,

p=0.05] (ver Fig. 6.2.4).

Si resultd significativo el efecto en el numero de entradas a brazos cerrados
(actividad) [F (3, 27)= 14.23, p<0.01] (ver Fig. 6.2.5). La prueba Newman-Keuls revelo
que los grupos SA (p<0.01), AS (p<0.01) y SA+ (p<0.01) mostraron menor actividad
que el grupo control. Asimismo se observdé una menor actividad locomotora de los

grupos AS (p<0.05) y SA+ (p<0.05) frente a SA.
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abiertos

Fig. 6.2.4. Media £ ETM (error tipico de la media) del porcentaje de entradas a brazos abiertos en el
laberinto en cruz. (S): salino; (A): 30 mg/kg de amitriptilina; (+): pasan por el laberinto 45 min después

de la evitacion inhibitoria.
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ACTIVIDAD
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Fig. 6.2.5. Media = ETM (error tipico de la media) del nimero de entradas a brazos cerrados en el
laberinto en cruz. (S): salino; (A): 30 mg/kg de amitriptilina; (+): pasan por el laberinto 45 min después

de la evitacion inhibitoria. **p<0.01 vs. SS, “p<0.05 vs. SA.
6.2.4- Discusion

Cuando la amitriptilina (30 mg/kg) fue administrada postadquisicion se observaron
los mismos resultados que en el experimento anterior, puesto que no se encontraron
efectos deteriorantes de la amitriptilina sobre el aprendizaje. La utilizacion del laberinto
como elemento distractor no potencid unos posibles efectos deteriorantes de la

amitriptilina que con la simple administracion del firmaco no se observaron.

Sin embargo, cuando la amitriptilina fue administrada preadquisicion si se observan
efectos. Por un lado, en la fase de adquisicion, los ratones que recibieron la amitriptilina
30 minutos antes de la prueba de evitacion inhibitoria tardaron més en cruzar al
compartimento oscuro que el grupo control. Esta mayor latencia de cruce podria ser
atribuida a un deterioro motor causado por la amitriptilina, aunque no se consideran las
latencias de cruce en la evitacion inhibitoria como una buena medida de la actividad
motora (Bammer, 1982). Por otro lado, en la fase de retencion, estos ratones tuvieron
menores latencias de cruce que el grupo control, mostrando un deterioro en el
aprendizaje. Este deterioro se hace alin mas patente al comparar las latencias de ambas
fases dentro de cada grupo. Los grupos que recibieron salino o amitriptilina después de

la adquisicion realizaron un buen aprendizaje de la tarea, mostrando una mayor latencia
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de cruce en la fase de retencion. Sin embargo, el grupo que recibid el fAdrmaco antes de
la adquisiciéon no mostré aprendizaje alguno. El hecho de que cruzaran antes incluso de
lo que lo habian hecho en la fase de adquisicion podria explicarse en base a los efectos

motores del farmaco, en esta fase.

En el laberinto elevado se corrobor6 el deterioro motor producido por la
amitriptilina. Los resultados obtenidos coinciden también con los del experimento
realizado por Parra y cols (2002), en el que el antidepresivo administrado
postadquisicion mostré a los 45 minutos una reduccion de la actividad de manera
dependiente de la dosis (se utilizaron 7.5, 15 y 30 mg/kg de amitriptilina) sin observarse
efectos sobre la ansiedad. En este experimento tanto el grupo que recibi6 la amitriptilina
preadquisicion como el que recibiéndola postadquisicion paséd por el laberinto a los 45
minutos (en ambos casos pasaron por el laberinto a los 30-45 minutos tras la
administracion del firmaco) mostraron menor actividad que los grupos que pasaron

libre de fArmaco o inmediatamente después de serle administrado.

En otros estudios con amitriptilina, la actividad también se redujo con Ia
administracion aguda de 2.5, 10 6 40 mg/kg (Brocco y cols., 2002), 5 mg/kg (Casas y
cols., 1995; Pavone y cols., 1997) y de 10 6 20 mg/kg (Casas y cols., 1995); sin
embargo, la administracion de 5 mg/kg en la investigacion de Sansone y cols., (1999)
no modifico la actividad con respecto a los controles. En ratas, la administracion aguda
de dosis bajas (0.001, 0.1 y 1 mg/kg) no tuvo ningun efecto sobre la actividad (Klint,
1991) ni tampoco la dosis de 10 mg/kg (Maj y cols., 1998), pero la dosis de 25 mg/kg si
redujo la actividad (Korzeniewska-Rybicka y Ptaznik, 1998).

En el estudio de Kameyama y cols., (1985) comprobaron cémo la administracion
aguda de 5 6 10 mg/kg de amitriptilina aumentaba la actividad espontanea de aquellos
animales que 24 horas antes habian recibido breves descargas eléctricas, en
comparacion con los que no habian sido tratados y que mostraban menor actividad por
dicha descarga; sin embargo, estos autores describieron menor actividad en aquellos
ratones que habian sido tratados pero que no habian recibido las descargas eléctricas el

dia anterior (dosis 1, 5, 10 y 20 mg/kg).

También se ha encontrado en varios tests de actividad (test de rotarod, test de campo
abierto, test de Holeboard) que la amitriptilina a veces reduce la actividad y otras no la

modifica (Ogren y cols., 1981; Lamberti y cols., 1998; West y Weiss, 1998).
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En nuestro estudio, la administraciéon aguda de amitriptilina no tuvo tampoco ningun
efecto sobre la ansiedad en el laberinto elevado en cruz, en la linea de lo que en otras

investigaciones se ha descrito, por ejemplo, en ratas (Klint, 1991).

Parece que la amitriptilina tiene una accion especifica sobre la memoria (deteriorante
0 amnésica) que es independiente de su accion sobre la actividad locomotora (reductora)
y que no es debido a un aprendizaje dependiente de estado (Arenas y cols., 2006). La
comparacion de la accion del farmaco en ambas tareas permite afirmar que la conducta
durante el test de los animales tratados no se debié a su mayor o menor ansiedad o
actividad, sino a la amnesia anterdgrada inducida por la amitriptilina. A pesar de que la
exploracion del laberinto elevado en cruz se realiz6 tras el entrenamiento de la evitacion
inhibitoria, esta nueva tarea parece no interferir en la consolidacion de la evitacion
inhibitoria. Podemos afirmar que, a la vista de los resultados, la amitriptilina
administrada preadquisiciéon produce un deterioro en el aprendizaje de la prueba de

evitacion inhibitoria.
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6.3- EXPERIMENTO 3:

EFECTO DE LA ADMINISTRACION PREADQUISICION DE AMITRIP-
TILINA (5, 10 y 20 mg/kg) Y L-HISTIDINA (500 mg/kg) SOBRE EL APREN-
DIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA.

6.3.1- Introduccién

Las siguientes consideraciones nos hicieron cambiar en el presente y siguientes

experimentos, el momento elegido para la administracion de la amitriptilina:

a) no hemos replicado resultados previos en los que la administracion

postadquisicion de amitriptilina deterioro la evitacion inhibitoria.

b) los resultados del Experimento 2 han mostrado que la administracion

preadquisicion tiene un efecto muy claro sobre la evitacion inhibitoria, y

c) es probable que, con la amitriptilina estemos ante un ejemplo mas de
farmacos como la escopolamina y las benzodiacepinas, cuya administracion
preadquisiciéon tiene unos efectos claramente mayores que tras la

administracion postadquisicion (Rush, 1988; Beracochea, 2006).

Por lo tanto, el objetivo de este experimento fue, en primer lugar, estudiar el efecto
de diferentes dosis de amitriptilina administrada antes de la fase de adquisicion de la
tarea de evitacion inhibitoria. Se esperaba obtener un efecto deteriorante sobre el
aprendizaje. Se realizd este experimento para elegir la dosis de amitriptilina a utilizar en

los siguientes experimentos de la presente tesis.

El rango de las dosis utilizadas en la literatura varia desde 0.01 y 0.1 mg/kg (Klint,
1991), 0.5, 1, 2 y 4 mg/kg (Yamaguchi y cols., 1995; Takahashi y cols., 1995), 5 mg/kg
(Kumar y Kulkarni, 1996), 10 mg/kg (Takeuchi y cols., 1997), 7.5, 15 y 30 mg/kg
(Everss y cols., 1999) hasta de 50 mg/kg (Suzuki y cols., 1995). En algunos de los
trabajos, la dosis de 4 mg/kg ya produjo deficiencias en el aprendizaje (Shimizu-
Sasamata y cols., 1993; Yamaguchi y cols., 1995; Takashashi y cols., 1995; Takeuchi y
cols., 1997).
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Como segundo objetivo de este experimento nos fijamos en la exploracion de
alteraciones en el aprendizaje de la tarea de evitacion inhibitoria producidas por un
agonista de la histamina, la L-histidina. En la literatura se observa como el aumento de
histamina (por ejemplo, tras la administracion de tioperamida) mejora la consolidacion
de la memoria y revierte la amnesia inducida por escopolamina en la tarea de evitacion
inhibitoria en ratones (Bernaerts y cols., 2004), o mejora la latencia de respuesta en
evitacion inhibitoria de ratones sometidos a envejecimiento acelerado (Meguro y cols.,
1995). Sin embargo se encuentran numerosos estudios que atribuyen al sistema
histaminérgico tanto un papel deteriorante como favorecedor del aprendizaje. A
continuacion se presenta una revision de los mismos en la que aparecen agrupados por

su efecto, tal como se hacia referencia en el apartado 3.2.3 de la presente tesis.

Entre los estudios que refieren un papel deteriorante sobre la memoria al sistema

histaminérgico encontramos el de Rubio y cols. (2001), quienes refieren un deterioro en
evitacion activa tras la administracion de 500 mg/kg de L-histidina a ratas 45 min antes
de la adquisicion de la prueba. Este deterioro también fue observado en evitacion
inhibitoria con peces (Medalha y cols, 2000; Pereira y cols., 2006). Zarrindast y cols
(2002) observaron que las inyecciones intracerebroventriculares de clofeniramina
(antagonista H;) incrementaron la retencion de la memoria en la evitacion inhibitoria en
ratas, y revirtieron los efectos deteriorantes de la histamina. Asimismo Eidi y cols.
(2003) observaron que la administracion a ratas de histamina disminuia la retencion de
la memoria, medida en la prueba de evitacion inhibitoria, mientras que la administracion

de antagonistas H; y H, producia el efecto contrario.

Lamberti y cols. (1998) encontraron que la administraciéon a ratones de histidina
(100, 250, 500 y 1000 mg/kg) 2h antes del test de natacion forzada, disminuy6 de forma
dependiente de la dosis el tiempo de inmovilidad. El efecto de la dosis de 500 mg/kg fue
revertido por la administracion previa de 50 mg/kg de (S)-alfa-fluorometilhistidina, un

inhibidor de la descarboxilacion de 1a histidina.

Estos autores atribuyen los resultados a un efecto antidepresivo de esta sustancia. Sin
embargo, podria interpretarse como un deterioro del aprendizaje, ya que tardan mas
tiempo en aprender a estar inméviles (Hawkins y cols., 1978; de Pablo y cols., 1989;

Parra y cols., 1999).
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También hay gran variedad de estudios que atribuyen un papel favorecedor del

aprendizaje a la L-histidina. Bacciottini y cols. (2001) realizan una revision en la que
describen como la administracion de antagonistas de Hj (receptor cuya funcion es
similar a los autoreceptores) produce un aumento de la disponibilidad de histamina que
se traduce efectos beneficiosos en tareas cognitivas. Miyazaki y cols, (1995)
administraron i.p. 0.5 mg/kg de escopolamina antes de la adquisicion de un aprendizaje
en un laberinto elevado en cruz y observaron un deterioro en el aprendizaje, que fue
revertido tras la administracion de 500, 800 y 1600 mg/kg de histidina a ratones 60 min
antes del aprendizaje. La histidina por si misma no afectd al aprendizaje en las dosis
utilizadas. Ademas el efecto de la histidina fue antagonizado por la administracion de 20

mg/kg de pirilamina.

Asimismo se ha observado que la administracion i.p. de 1000 mg/kg de histidina a
ratas revierte el deterioro producido previamente por escopolamina en el aprendizaje de
una tarea en un laberinto elevado de 8 brazos (Chen, 2000), y que la administracion a
ratones i.p. de 1500 mg/kg de histidina disminuye el deterioro producido por la lesion
del nucleo tuberomamilar en ratas que realizan la evitacion inhibitoria (Chen y Shen,
2002). Asimismo la histidina revierte el deterioro producido por el estrés inducido (Paul
y cols., 2002). Se ha observado que la administracion de antagonistas del receptor de la
histamina H; deterioraron la retencion de la prueba de evitacion activa en ratas (Kamei,
1990). También se ha observado un efecto favorecedor de la memoria social en ratas

tras la administracion de histidina (Prast y cols., 1996).

Sin embargo no se encontrd deterioro ni efecto favorecedor tras la administracion de
500 mg/kg de L-histidina a ratas en la prueba del laberinto de Morris (Rubio y cols.,
2002).

6.3.2- Material y método
Sujetos

Se utilizaron 60 ratones machos y 60 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes
de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de
26-28 g para los machos y 20-22 g para las hembras.
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Fueron alojados por sexos en jaulas de plastico traslucidas de 25 x 25 x 14 c¢cm, en

grupos de cinco.

El periodo de habituacion de los animales fue de 11 dias, permaneciendo en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.
Farmaco

Los farmacos utilizados fueron clorhidrato de amitriptilina, en dosis de 5, 10 y 20
mg/kg y clorhidrato de L-histidina, en dosis de 500 mg/kg (Sigma-Aldrich Quimica
S.A., Madrid). Ambos farmacos fueron disueltos en suero salino para ser inyectados
intraperitonealmente (i.p.) en un volumen fijo de 0.01 ml/g de peso corporal. A los

animales control se les administré el mismo volumen i.p. de suero salino (0.9 %).

El clorhidrato de L-histidina es un precursor de la histamina. Su formula quimica es

CsHoN30,-HCL-H,0. Es un polvo cristalino blanco,

facilmente soluble en agua (Sweetman, 2003). La
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OH
ratones se estima en la dosis de 1677 mg/kg (Sigma-

Aldrich, 2004). La dosis fue seleccionada en base a los

H 0
datos farmacoldgicos que otros autores han publicado.
Inyectando una dosis de 500 mg/kg de L-histidina los
Molécula de L-Histidina niveles de histamina se elevan tras una hora en un 102 %

(Prell y cols., 1996). Otros autores han especificado que
la inyeccion i.p. de 500 mg/kg de histidina equivale a la aplicacion directa de 50 ng de
histamina y que el aumento del contenido cerebral total de histamina que se consigue es
de 60 ng/g, restableciéndose el nivel basal a las 3 horas de la administracion i.p.
(Schwartz, 1984; Kamei y Tasaka, 1993). Ademas la administracion i.p. de 1000 mg/kg
de histidina en ratones alcanza su mayor concentracion 1 hora tras el tratamiento,

produciéndose después una disminucion progresiva (Taylor y Snyder, 1972).
Aparatos

Se utiliz6 la caja de evitacion inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese,

Italia) descrita en el Experimento 1.
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Procedimiento

Los ratones fueron distribuidos al azar, por sexos, en una de las cinco condiciones
experimentales siguientes en funcion del tratamiento farmacoldgico que iban a recibir
(ver Fig. 6.3.1): suero fisioldgico (S), 5 mg/kg de amitriptilina (AS5), 10 mg/kg de
amitriptilina (A10), 20 mg/kg de amitriptilina (A20) 6 500 mg/kg de L-histidina (His).

Transcurridos 30 min de la administracion del farmaco los ratones realizaron la fase
de adquisicion del aprendizaje de evitacion inhibitoria, a excepcion del grupo “His” que
lo hizo 15 min mas tarde ya que es a los 45 min de su administracion cuando produce
los mayores niveles de histamina (Rubio y cols., 2001). En esta fase se situaba el animal
en el compartimiento iluminado, permitiéndosele la exploracion durante 90 s. Tras ese
periodo se le concedian 300 s para cruzar al compartimiento oscuro, en el que recibia un
shock de 0.3 mA durante 5 s si cruzaba. A las 24 horas de la adquisicion se realizé la
fase de retencion, en la que se registrd la latencia de cruce de cada raton, dando por

finalizado el experimento.

Se eliminaron dos ratones en la fase de adquisicion por no cruzar al otro
compartimento, y otros seis al cerrarse la puerta antes de que cruzasen del todo.
Quedaron el grupo de machos A20 y el de hembras A10 constituidos por un n=10; los
grupos de machos A5, A10, His y de hembras A5 por un n=11 y los grupos de machos
S y de hembras S, A20 e His por un n=12.

Andlisis estadisticos

Los datos directos fueron transformados como en los experimentos anteriores. Para
estudiar el efecto de la amitriptilina se analiz6 la latencia de cruce en cada una de las
dos fases (adquisicion y retencidén), con ANOVA, siendo las variables independientes
Tratamiento (con cuatro niveles: S, A5, A10, A20) y Sexo (Machos y Hembras) y la

variable dependiente Latencia de cruce.

Para estudiar el efecto de la L-histidina se realizo un ANOVA para cada fase
(adquisicion y retencion), siendo las variables independientes Tratamiento (con dos
niveles: S, His) y Sexo (Machos y Hembras). Se estudia la L-histidina de forma

separada a la amitriptilina porque es un estudio piloto.
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Fig. 6.3.1. Esquema del disefio del Experimento 3.

administracion del tratamiento correspondiente.

S: salino, AS: 5 mg/kg de amitriptilina, A10: 10 mg/kg de amitriptilina, A20: 20 mg/kg de amitriptilina,
His: 500 mg/kg de L-histidina, M: machos, H: hembras.

Cuando el analisis resultaba significativo se realizaban las comparaciones post-hoc

con la prueba Newman-Keuls. Para el andlisis de las diferencias de ejecucion entre las

dos fases de cada grupo (intragrupo) se utilizo6 la prueba t de Student para muestras

dependientes.
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6.3.3- Resultados

El andlisis mostrd un efecto significativo del Tratamiento con amitriptilina en la fase
de adquisicion (F (3, 81)= 3.14, p<0.05). La prueba Newman-Keuls revelé que en la
fase de adquisicion los ratones del grupo A10 fueron los que presentaron unas latencias
de cruce mas cercanas a la significacion estadistica comparados con el grupo control
(p=0.05). En los otros dos casos se observé una tendencia en el grupo A5 (p=0.08) y no
fueron significativas las diferencias entre el grupo control y el A20 (p=>0.05). No
tuvieron un efecto estadisticamente significativo en la adquisicion ni la variable Sexo (F

(1, 81)=0.99, p=0.05) ni la interaccion Sexo-Tratamiento (F (3, 81)=1.07, p=0.05).

En cuanto a la fase de retencion la variable Tratamiento fue significativa (F (3, 81)=
24.53, p<0.01), todos los grupos mostraron una menor latencia de cruce frente al
control: A5, A10 y A20 (p<0.01). También se encontraron diferencias entre A5 y A10
(p<0.01) y entre A5 y A20 (p<0.01) (ver Fig. 6.3.2). La variable Sexo tampoco tuvo un
efecto estadisticamente significativo en la retencion (F (1, 81)= 2.49, p=0.05). Si se
encontrd en la retencidon una interaccion entre Tratamiento y Sexo (F (3, 81)= 3.23,
p<0.05), encontrandose que las hembras S realizaban un mejor aprendizaje que los

machos Salinos (p<0.01)(ver Fig. 6.3.3).

Las pruebas t de Student mostraron diferencias entre la fase de adquisicion y la de
retencion en el grupo control (p<0.01) y en el grupo A5 (p<0.05). En los grupos A10 y
A20 no se encontraron diferencias (p>0.05) (ver Fig. 6.3.2).

No se encontraron diferencias entre los grupos tratados con L-histidina y los
controles ni diferente ejecucion por parte de machos y hembras ni en la adquisicion
[Tratamiento: (F (1, 43)= 1.46, p=0.05), Sexo: (F (1, 43)= 0.005, p=0.05), Interaccién
Tratamiento-Sexo: (F (1, 43)= 1.24, p=0.05)] ni en la retencion [Tratamiento: (F (1,
43)=2.2, p=0.05), Sexo: (F (1, 43)= 1.97, p=0.05), Interaccion Tratamiento-Sexo: (F (1,
43)=1.94, p>0.05)] (ver Fig. 6.3.4).
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Fig. 6.3.2. Efecto del tratamiento con amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria. Media + ETM de la
transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los
distintos grupos en las fases de adquisicion (A) y retencion (B). (S): salino; (AS5), (A10), (A20): 5, 10, 20
mg/kg de amitriptilina. *p=0.05, **p<0.01 vs. S, “p<0.05, +p<0.05 vs. A5, #p<0.01 vs. mismo grupo

adquisicion.
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Fig. 6.3.3. Efecto del tratamiento con amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria. Media £ ETM de la
transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los distintos
grupos en la fase de retencion . (S): salino; (A5), (A10), (A20): 5, 10, 20 mg/kg de amitriptilina. **p<0.01

vs. hembras del mismo grupo.
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Las pruebas t de Student mostraron diferencias entre la fase de adquisicion y la de
retencion en el grupo control (p<0.01) y en el grupo His (p<0.01), tardando estos
ratones mas tiempo en cruzar de lo que lo hicieron en la fase de adquisicion (ver Fig.

6.3.4).

(A) ADQUISICION (B) RETENCION
% %
75 75
fizid
o &0 o 60
g g #H
é 45 ; ®
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< g <30
15 15
L | y
S His S His

Fig. 6.3.4. Efecto del tratamiento con L-Histidina sobre la evitacion inhibitoria. Media + ETM de la
transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los distintos
grupos en las fases de adquisicion (A) y retencion (B). (S): salino; (His): 500mg/kg de L-histidina.,

#p<0.01 vs. mismo grupo adquisicion.
6.3.4- Discusion

La amitriptilina (10 mg/kg) que habia sido administrada antes de la adquisicion
provoco que los ratones tardaran mas en cruzar al compartimento oscuro que el grupo
control en la fase de adquisicion, efecto atribuible a un posible deterioro motor (Parra y

cols., 2002).

La amitriptilina (5, 10, 20 mg/kg) produjo un deterioro en el aprendizaje que se
reflejo en el hecho de que los ratones cruzaran antes que el grupo control en la fase de
retencion, mostrando asi un menor recuerdo del shock recibido. Puede incluso decirse
que los animales tratados con dosis altas de amitriptilina (10 6 20 mg/kg) no mostraron
evitacion pues tardaron en cruzar al otro compartimento un tiempo similar al que
tardaron en la fase de adquisicion. Este resultado sigue la linea de los resultados de
anteriores experimentos en los que se observé deterioro con dosis de 7.5, 15 y 30 mg/kg

de amitriptilina (Parra y cols., 2002; Arenas y cols., 2006). La dosis de 10 mg/kg parece
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ser la mas adecuada para combinar con otras sustancias. Dosis inferiores podrian ser

inefectivas mientras que dosis mas altas son innecesarias.

No se observaron efectos en este primer acercamiento de la histidina (500 mg/kg)
sobre el aprendizaje, comportandose los ratones que la recibieron de la misma manera
que los controles. Se ha descrito ampliamente la actividad moduladora de la histamina,
que empeora o mejora el aprendizaje en funcion de factores como la tarea de

aprendizaje utilizada o la region del cerebro implicada (Passani y cols., 2007).

Para estudiar sus efectos sobre la tarea de evitacion inhibitoria y observar si por si
misma es capaz de producir alteraciones en el aprendizaje de esta tarea con alguna de
las dosis administradas, en el siguiente experimento ampliamos el rango de las dosis
utilizadas de histidina y nos centramos en el sistema histaminérgico como objetivo

principal.
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6.4- EXPERIMENTO 4:

EFECTO DE LA ADMINISTRACION PREADQUISICION DE L-HISTIDINA
(250, 500 y 1000 mg/kg) SOBRE EL APRENDIZAJE DE EVITACION
INHIBITORIA.

6.4.1- Introduccién

El presente experimento se realizd como ampliacion del experimento anterior,
afadiendo una dosis inferior y otra superior a la administrada en el Experimento 3.
Nuestra hipotesis es que el efecto antihistaminérgico de la amitriptilina esta relacionado
con el déficit de aprendizaje producido por ésta, luego en este experimento esperamos

que no afecte al aprendizaje, o como mucho, que lo mejore.

6.4.2- Material y método
Sujetos

Se utilizaron 56 ratones machos y 56 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes
de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de
26-28 g para los machos y 20-22 g para las hembras. Fueron alojados por sexos en

jaulas de plastico traslucidas de 25 x 25 x 14 cm, en grupos de cinco.

El periodo de habituacion de los animales fue de 11 dias, permaneciendo en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.
Farmaco

El farmaco utilizado fue clorhidrato de L-histidina (Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Madrid), siendo disuelto en suero salino para ser inyectado i.p. en un volumen fijo de
0.01 ml/g de peso corporal. A los animales control se les administré el mismo volumen

1.p. de suero salino (0.9 %).

Las dosis utilizadas fueron 250, 500 y 1000 mg/kg. Las dosis fueron seleccionadas
en base a los datos farmacologicos que otros autores han publicado (Taylor y Snyder,

1972; Prell y cols., 1996).

Aparatos
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Se utilizo la caja de evitacion inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese,

Italia) descrita en el Experimento 1.
Procedimiento

Los ratones fueron divididos en cuatro grupos en cada sexo, en funcion del
tratamiento farmacoldgico que iban a recibir (ver Fig. 6.4.1): suero fisiologico (S), dosis

de 250 mg/kg (His 250), 500 mg/kg (His 500) o 1000 mg/kg (His 1000) de L-histidina.

Transcurridos 45 min de la administracion del farmaco los ratones realizaron la tarea

de evitacion inhibitoria. El procedimiento seguido fue el descrito en el Experimento 3.

TRATAMIENTO SEXO EVITACION INHIBITORIA
| 5min 24h

24h

: Retencion I
24h

I Retencion I
24h

I Retencion I

5min 24h

[Feencon ]
L 45min 24h

[Rewme]

His 500

;45min 24h
@ Adquisicion |' Retencion |
His 1000
i 24h
| Adquisicién : : Retencion I

Fig. 6.4.1. Esquema del disefio del Experimento 4 : administracion del tratamiento correspondiente,
S: salino, His 250: 250 mg/kg, His 500: 500 mg/kg, His 1000: 1000 mg/kg de L-histidina, M: machos, H:

hembras.

178



Experimento 4

Se eliminaron cuatro ratones en la fase de adquisicion por cerrarse la puerta antes de
que cruzasen del todo y uno en la fase de retencion por abrirse la puerta de la caja sin
que se hubiera realizado el periodo de adaptacion. Quedaron los grupos de machos S e
His 1000 constituidos por un n=12, el grupo de hembras His 1000 por un n=13, y el

resto de los grupos por un n=14.
Analisis estadisticos

Se analiz¢ la latencia de cruce en cada una de las dos fases (adquisicion y retencion)
con ANOVA, siendo las variables independientes Tratamiento (con cuatro niveles: S,
His 250, His 500 o His 1000, correspondientes a las dosis de L-histidina) y Sexo
(Machos y Hembras) y la variable dependiente Latencia de cruce. Los datos directos
fueron transformados como en los experimentos anteriores. Cuando el analisis resultaba

significativo se realizaban las comparaciones post-hoc con la prueba Newman-Keuls.

Para el analisis de las diferencias de ejecucion entre las dos fases de cada grupo

(intragrupo) se utilizo la prueba t de Student para muestras dependientes.
6.4.3- Resultados

En la adquisicién la variable Tratamiento no tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (3, 99)= 0.23, p>0.05) (ver Fig. 6.4.2). Tampoco fueron significativas la
variable Sexo (F (1, 99)= 0.53, p=0.05) ni la Interaccion Sexo-Tratamiento (F (3, 99)=
0.69, p=0.05).

En la retencion la variable Tratamiento no tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (3, 99)= 0.94, p>0.05). La variable Sexo si resultd significativa en la
retencion (F (1, 99)= 24.13, p<0.01), siendo las hembras las que mostraban mayores
latencias (p<0.01) (ver Fig. 6.4.3). La interacciéon Tratamiento-Sexo no fue

estadisticamente significativa tampoco en la retencion [(F (3, 99)= 0.3, p=0.05)].

La t de Student muestra diferencias entre la fase de adquisicion y la de retencion en
todos los grupos: S (p<0.01), His 250 (p<0.01), His 500 (p<0.01) e His 1000 (p<0.01).
Todos los grupos presentaron una mayor latencia de cruce en la fase de retencion frente

a la de adquisicion (ver Fig. 6.4.2).
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Fig. 6.4.2. Efecto del tratamiento con L-histidina sobre la evitacion inhibitoria. Media = ETM de la
transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los distintos
grupos en las fases de adquisicion (2A) y retencion (2B). (S): salino; (His 250), (His 500), (His 1000):
250, 500, 1000 mg/kg de L-histidina. “p<0.01 vs. mismo grupo en adquisicion.
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Fig. 6.4.3. Ejecucion de machos (M) y hembras (H) en la prueba. Media £ ETM de la transformacion
a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los distintos grupos en las

fases de adquisicion (A) y retencion (B). **p <0.01 vs Machos.
6.4.4- Discusion

No se observa efecto de la histidina sobre el aprendizaje con ninguna de las dosis, ni

en machos ni en hembras. Todos los grupos realizaron un buen aprendizaje de la tarea.

Estos resultados difieren con algunos de los encontrados en experimentos anteriores

referidos por la literatura en los que se estudian los efectos de la histidina sobre el
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aprendizaje, que refieren bien deterioro bien efecto favorecedor. Esto puede deberse
tanto a la diferencia entre metodologias utilizadas como a la diferencia entre los sujetos

utilizados.

Rubio y cols. (2001) encontraron un deterioro del aprendizaje tras la administracién
de 500 mg/kg de histidina. Sin embargo la metodologia experimental fue diferente
(utilizaron evitacién activa) y también lo fue el animal utilizado (ratas). Cuando el
aparato utilizado fue la piscina de Morris no observaron efectos de la administracion de

esta sustancia (Rubio y cols., 2002).

Otros autores también han observado un deterioro tras la administraciéon de L-
histidina en evitacion inhibitoria, pero en peces (Medalha y cols, 2000; Pereira y cols.,

2006).

Cuando previamente se ha deteriorado la capacidad de aprendizaje con alguna
sustancia u otra técnica en la mayoria de los casos se refiere una mejora del aprendizaje
tras la administracion de histidina. Se ha observado que la administracion i.p. de 1000
mg/kg de histidina a ratas revierte el deterioro producido previamente por escopolamina
en el aprendizaje de una tarea en un laberinto elevado de 8 brazos (Chen, 2000), y que
la administracion a ratones i.p. de 1500 mg/kg de histidina disminuye el deterioro
producido por la lesién del nicleo tuberomamilar en ratas que realizan la evitacion
inhibitoria (Chen y Shen, 2002). Miyazaki y cols, (1995), quienes administraron i.p. 0.5
mg/kg de escopolamina antes de la adquisicion de un aprendizaje en un laberinto
elevado en cruz, observaron un deterioro en el aprendizaje que fue revertido tras la
administracion de 500, 800 y 1600 mg/kg de histidina a ratones antes del aprendizaje.
La histidina por si misma no afect6 al aprendizaje en las dosis utilizadas. Ademas el
efecto de la histidina tras la administracion de escopolamina fue antagonizado por la

administracion de 20 mg/kg de pirilamina.

Nuestros resultados podrian ir en esa linea. Tras este experimento podriamos
concluir que la L-histidina por si misma no es capaz de producir alteraciones en el
aprendizaje de esta tarea con ninguna de las dosis administradas (250, 500 y 1000
mg/kg) en ratones. En el proximo experimento estudiaremos los efectos que tiene
cuando se administra conjuntamente con una sustancia, amitriptilina, que si produce por

si misma efectos sobre el aprendizaje de evitacion inhibitoria.
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6.5- EXPERIMENTO 5:

EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO PREADQUISICION CON L-
HISTIDINA (1000 mg/kg) Y AMITRIPTILINA (25 y 10 mg/ kg) SOBRE EL
APRENDIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA.

6.5.1- Introduccién

El proposito de este experimento fue continuar con el estudio de la contribucion del
sistema de neurotransmision histaminérgico en la accion deteriorante de la amitriptilina
sobre la memoria. Al administrar la amitriptilina (antagonista del receptor
histaminérgico H;) junto con una sustancia que potencia la neurotransmision
histaminérgica (un agonista o un precursor de la histamina), su efecto
antihistaminérgico se contrarrestard. Concretamente el farmaco utilizado serd la L-
histidina, precursor del sistema. Si el sistema histaminérgico estuviera implicado en el
deterioro cognitivo producido por la amitriptilina, la L-histidina revertiria el deterioro.
En el caso de que el sistema histaminérgico no estuviera implicado en el deterioro
producido por la amitriptilina, la L-histidina no produciria efectos sobre el deterioro
producido por la amitriptilina. Podria ocurrir que el sistema histaminérgico estuviera
implicado en los procesos de aprendizaje en un sentido deteriorante, en cuyo caso se

potenciaria el deterioro sobre el aprendizaje producido por la amitriptilina.

En algunos estudios se ha observado tras la administracion de L-histidina una mejora
de déficits previamente inducidos (principalmente por farmacos anticolinérgicos) en
modelos animales (Bacciottini y cols., 2001). La L-histidina (500, 800 y 1600 mg/kg)
mejord déficits del aprendizaje inducidos por escopolamina en ratones expuestos al
laberinto elevado en cruz. La administracion de pirilamina (antagonista H;) antagonizo
esta mejora producida por L-histidina, lo que confirma el papel de los receptores H; en
el aprendizaje (Miyazaki y cols., 1995). La administracion de histidina (1000 mg/kg)
disminuyd el deterioro inducido por escopolamina en el laberinto radial (Chen y Kamei,
2000). Asimismo la administracion de L-histidina a ratas con el hipocampo lesionado
produjo un aumento de la histamina hipocampal y redujo los déficits inducidos por la

lesion tanto en la adquisicion como en la retencion de evitacion activa (Tasaka, 1994).
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En otros estudios sin embargo se ha descrito una potenciacion del deterioro del
aprendizaje de evitacion inhibitoria inducido previamente por escopolamina tras la
administracion de histamina (5-20 pg) en ratas (Eidi y cols., 2003). También se ha
observado tras el tratamiento con histamina un bloqueo de la adquisicion de evitacion

activa en ratas, mientras que la pirilamina revirtio este deterioro (Alvarez y Banzan,

1996).

Ante la falta de consistencia en los resultados se utilizaron en este experimento dos
dosis de amitriptilina. La dosis de 2.5 mg/kg se esperaba que no fuera efectiva por si
sola con el objetivo de ver si pasaba a ser efectiva al combinarse con L-histidina o si
seguian sin observarse efectos deteriorantes sobre el aprendizaje. Se administrdé también
la dosis de 10 mg/kg de amitriptilina (que en los anteriores experimentos habia
resultado efectiva deteriorando el aprendizaje) con el objetivo de observar si al
combinarlo con L-histidina se mantenia el deterioro, si éste era mayor o si se revertian

los efectos deteriorantes.
6.5.2- Material y método
Sujetos

Se utilizaron 84 ratones machos y 84 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes
de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de
26-28 g para los machos y 20-22 g para las hembras. Fueron alojados por sexos en

jaulas de plastico traslicidas de 25 x 25 x 14 cm, en grupos de cinco.

El periodo de habituacion de los animales fue de 11 dias, permaneciendo en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.
Farmaco

Los farmacos utilizados fueron clorhidrato de L-histidina, en dosis de 1000 mg/kg y
clorhidrato de amitriptilina, en dosis de 2.5 y 10 mg/kg (Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Madrid). Fueron disueltos en suero salino para ser inyectados i.p. en un volumen fijo de
0.01 ml/g de peso corporal. A los animales control se les administré el mismo volumen

1.p. de suero salino (0.9 %).
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Aparatos

Se utilizo la caja de evitacion inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese,

Italia) descrita en el Experimento 1.
Procedimiento

Los ratones fueron divididos en seis grupos en cada sexo, en funcion del tratamiento
farmacoldgico que iban a recibir (ver Fig. 6.5.1): ratones que recibieron 45 min antes de
la prueba salino y 30 min antes de la prueba salino (S-S), o 2.5 mg/kg de amitriptilina
(S-A2.5), o 10 mg/kg de amitriptilina (S-A10); ratones que recibieron 45 min antes de la
prueba 100 mg/kg de L-histidina y 30 min antes de la prueba salino (His-S), o 2.5
mg/kg de amitriptilina (His-A2.5), o 10 mg/kg de amitriptilina (His-A10).

Transcurridos 30 min de la administracion del segundo farmaco, los ratones
realizaron la prueba del aprendizaje de evitacion inhibitoria. El procedimiento seguido

fue el descrito en el Experimento 3.

Se eliminaron cinco ratones en la fase de adquisicion: dos por cerrarse la puerta antes
de que cruzasen del todo, dos por no quedar registrada la latencia de cruce en el aparato
y uno por no realizar el cruce. Quedando los grupos de machos S-S, S-A2.5, S-A10,
His-A2.5 y el de hembras His-S constituidos por un n=13, y el resto de los grupos por

un n=14.
Andlisis estadisticos

Al igual que en el experimento anterior se analizod la latencia de cruce en cada una de
las dos fases (adquisicion y retencion) con ANOVA, siendo las variables independientes
Tratamiento (con seis niveles: S-S, S-A2.5, S-A10, His-S, His-A2.5 e His-A10) y Sexo
(Machos y Hembras) y la variable dependiente Latencia de cruce. Los datos directos
fueron transformados como en los experimentos anteriores. Cuando el analisis resultaba

significativo se realizaban las comparaciones post-hoc con la prueba Newman-Keuls.

Para el analisis de las diferencias de ejecucion entre las dos fases de cada grupo

(intragrupo) se utilizo la prueba t de Student para muestras dependientes.
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EVITACION INHIBITORIA

TRATAMIENTO SEXO

s s
| l5min+30min

+ 24h
s s
+ lSmin*SOmin 24h

Adquisicién

= Retencion |

S A2.5
* lSmin*30min 24h
@ Adquisicion i Retencion I

s s
* 15min*30min 24h

Adquisicion

i Retencion I

s AW
| 15min *SOmin 24h

@ Adquisicion I Retencion I
S A10

l5min;30min 24h
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i Retencion |

His S

15min_| 30min 24h
@ Adquisicion  } II Retencion |

Hs s

; 15min_|l 30min 24h
@ Adquisicion i Retencion |
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*lSmin ;SOmin 24h
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His Al10

;lSmin ¢30min 24h
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|| 15min_§ 30min 24h
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: Retencion I

Fig. 6.5.1.Esquema del disefio del Experimento 5* administracion del tratamiento correspondiente,
S: salino, A2.5: 2,5 mg/kg amitriptilina, A10: 10 mg/kg amitriptilina, His: 1000 mg/kg de L-histidina, M:

machos, H: hembras.
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6.5.3- Resultados

En la adquisicion la variable Tratamiento tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (5, 151)= 4.64, p<0.01). El grupo His-A10 mostré latencias de cruce
mas elevadas (p<0.01). La variable Sexo no fue significativa en la adquisicion (F (1,
151)= 0.01, p=0.05), ni la Interaccién Sexo-Tratamiento [(F (5, 151)= 1.66, p=0.05)]
(ver Fig. 6.5.2).
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Fig. 6.5.2. Efecto del tratamiento con L-histidina y amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria. Media
+ ETM de la transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce
de los distintos grupos en las fases de adquisicion (A) y retencion (B). (S): salino, (A2.5): 2.5 mg/kg de
amitriptilina, (A10): 10 mg/kg de amitriptilina, (His): 1000 mg/kg de L-histidina.**p<0.01 vs salino,

"5<0.01, *p<0.05 vs mismo grupo en adquisicion.

En la fase de retencion resultod estadisticamente significativa la variable Tratamiento
(F (5, 151)= 7.3, p<0.01). Los grupos S-A10 e His-A10 mostraron diferencias

significativas con el control (p<0.01), sin que se encontraran diferencias significativas
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entre ellos (p>0.05) (ver Fig. 6.5.2). La variable Sexo si fue significativa en la retencion
(F (1, 151)= 12.31, p<0.01), siendo las hembras las que mostraban mayores latencias
(ver Fig. 6.5.3). La interaccion Tratamiento-Sexo no fue significativa [(F (5, 151)= 1.46,

p=0.05)].

La t de Student muestra diferencias entre la fase de adquisicion y la de retencion en
los grupos: S-S, S-A2.5, His-S, His-A2.5 (p<0.01) e His-A10 (p=0.05). Todos los
grupos presentaron una mayor latencia de cruce en la fase de retencion frente a la de
adquisicion excepto el grupo S-A10, en el que no hubo diferencias, y el grupo His-A10,

que fue a la inversa (ver Fig. 6.5.2).

(A) ADQUISICION (B) RETENCION

©
o
©
o

~
(&)
~
o

(2]

o

[o2]

o
L

*k

ARCSEN RCp
w S
o o
ARCSEN RCp
5
(4]

w
o
L

i
a

[
-
a

o
o

Machos Hembras Machos Hembras

Fig. 6.5.3. Ejecucion de machos (M) y hembras (H) en la prueba. Media £ ETM de la transformacion
a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los distintos grupos en las

fases de adquisicion (A) y retencion (B). **p <0.01 vs Machos.

A modo de resumen podemos afirmar que ni los grupos que recibieron la dosis baja
de amitriptilina (2.5 mg/kg) ni los que recibieron s6lo L-histidina mostraron diferencias
con el control. Sin embargo los dos grupos que recibieron la dosis alta de amitriptilina
(10 mg/kg) mostraron una menor latencia de cruce frente al grupo control en la fase de

retencion, independientemente de que recibieran conjuntamente histidina o no.
6.5.4- Discusion

En cuanto a la administracién de amitriptilina podemos afirmar que lo resultados van

en la linea de los hallados en los experimentos anteriores de la presente tesis. En la fase
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de adquisicion los ratones que recibieron la dosis alta de amitriptilina (10 mg/kg) con

histidina tardaron mds en cruzar al compartimento oscuro que el control.

No se observo deterioro del aprendizaje con la dosis baja de amitriptilina (2.5
mg/kg). Si se observa un deterioro del aprendizaje en los animales que recibieron la
dosis alta de amitriptilina (10 mg/kg) al compararlos con el grupo control. Incluso en el
grupo S-A10 no se observé adquisicion del aprendizaje: tardaban lo mismo en cruzar en
la fase de adquisicion que en la fase de retencion, en la linea de los resultados

encontrados en experimentos anteriores.

La implicacion del sistema histaminérgico en el aprendizaje es cominmente aceptada
en la literatura (Philippu y Prast, 2001; Pasanni y Blandina, 2004). Hay autores que
afirman que el sistema histaminérgico y colinérgico tienen efectos opuestos e
interactian en el proceso de retencion (Eidi y cols., 2003), en contra de quienes
mantienen que dicha interaccion se manifiesta en una mejora del proceso de aprendizaje
(Bacciottini y cols., 2001). En estudios en los que se describe una mejora con la
administracion de L-histidina sobre el deterioro producido previamente en el
aprendizaje utilizan otros modelos animales como el laberinto radial (Chen y Kamei,

2000) o el plus-maze en ratones (Miyazaki y cols., 1995).

Los resultados obtenidos en este experimento, en el que se ha empleado un precursor
de la histamina, no refuerzan el sentido deteriorante ni favorecedor del sistema

histaminérgico sobre el aprendizaje de evitacion inhibitoria.

Por ello cambiaremos la estrategia y en los siguientes experimentos en lugar de
administrar un agonista de la histamina, estudiaremos el efecto de un antagonista de los

receptores Hj, la pirilamina.
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6.6- EXPERIMENTO 6:

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE PIRILAMINA (5 y 20 mg/kg) SOBRE
LA ACTIVIDAD LOCOMOTORA.

6.6.1- Introduccién

En los experimentos anteriores hemos observado que la L-histidina, agonista del
sistema histaminérgico, no tiene efectos sobre la evitacion inhibitoria ni, mas
importante, modifica el efecto de la amitriptilina sobre dicho aprendizaje. Con el fin de
continuar con el analisis de la participacion del sistema histaminérgico en el deterioro
producido por la amitriptilina en la evitacion inhibitoria, en el presente experimento se
inicia el estudio de la pirilamina, un antagonista H;, analizando su efecto sobre la

actividad motora.

Si el efecto deteriorante de la amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria fuera debido
a su accion antihistaminérgica, su administracién conjunta con otro antihistaminérgico
potenciaria este deterioro. Se utilizd pirilamina debido a que su accion sobre el sistema
histaminérgico es similar a la producida por la amitriptilina (ambos son antagonistas
H;). Sin embargo, la amitriptilina tiene un efecto en la actividad locomotora y
somnolencia atribuido en parte a su efecto antiadrenérgico y en parte a su efecto
antihistaminérgico (Stahl, 1998). Por ello es importante estudiar si la pirilamina por si
sola también produce disminucion de la actividad locomotora antes de proceder a la

administracion combinada de ambas.

En la literatura se define al sistema histaminérgico como un regulador de la actividad
cerebral, actuando sobre el nivel de alerta, el metabolismo de la energia cerebral, la
actividad locomotora, neuroendocrina, funciones autondémicas y vestibulares,
alimentacion, sed, comportamiento sexual y analgesia (Wada y cols., 1991; Watanabe y
Yanai, 2001; Parmentier, 2002). El hipotdlamo es la parte del cerebro mas importante en
la regulacién del suefio, asi como la zona en la que estdn localizadas las neuronas
histaminérgicas (Haas y Panula, 2003). Hay estudios que relacionan las neuronas
GABA de esta parte del cerebro con la inhibicion, entre otras, de la neurotransmision

histaminérgica, produciendo asi el estado de suefio (Siegel, 2004).
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Los receptores H; de la histamina tienen un papel importante en el mantenimiento
del ritmo circadiano de la actividad locomotora (Tuomisto y cols., 2001). Mediante
estudios de microdidlisis se ha observado que la liberaciéon de histamina en el
hipotalamo de ratas varia siguiendo un ritmo circadiano. Durante la noche la liberacion
de histamina aumenta, coincidiendo con el periodo de mayor actividad en las ratas

(Philippu y Prast, 2001).

En el mismo sentido se ha observado que la administracion a ratones de tioperamida,
antagonista de los receptores Hs, que produce un aumento de la neurotransmision,
atentia la actividad locomotora inducida por otras sustancias (Clapham y Kilpatrick,
1994). En otros estudios se propone la tioperamida, como alternativa a los
psicoestimulantes en el tratamiento del trastorno de déficit de atencion con

hiperactividad porque no aumenta la actividad psicomotora (Komater, 2003).

La accion sedante de los antihistaminérgicos es de sobra conocida, mientras que la
disminucion de la actividad locomotora tras la administracién de pirilamina también es
referida en varios estudios (Haley, 1983). Entre los estudios en los que se observa el
efecto de la pirilamina sobre la actividad locomotora se describe el realizado por Lozeva
y cols. (2000). Con el fin de averiguar si los cambios en el sistema histaminérgico
estaban involucrados en la patofisiologia de la encefalopatia portosistémica estudiaron
los efectos de 15 mg/kg de pirilamina en la actividad locomotora espontanea,
alimentacion y ritmo circadiano en ratas con anastomosis portocava. En las ratas control
(a las que no se realizd la operacion de anastomosis) encontraron una disminucion del
tiempo de movimiento, de la velocidad, de la ingesta y de la ritmicidad de la actividad

locomotora.

Para estudiar si la disminucion de ingesta de agua observada en ratas tras la
administracion i.c.v. de pirilamina en el hipotdlamo ventromedial (25, 50, 100, 200 y
400 nmol) era inducida por una reduccion de la actividad locomotora, se sometid a ratas
a la prueba de campo abierto. Los resultados mostraron que las inyecciones de
pirilamina no producian ningun cambio en el patron de actividad locomotora de las ratas
deshidratadas ni hiperosmoticas, comparado con la actividad mostrada por ratas
deshidratadas e hiperosmoticas que recibieron inyecciones de suero salino (Magrani y

cols., 2004).
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En un estudio realizado por Easton y cols. (2004), la dosis de 55 mg/kg de pirilamina
dejo de ser utilizada por su fuerte efecto sedante, ya que inducia en los ratones un estado
similar al que produce la anestesia (con los ojos abiertos), que no de suefio (con los ojos
cerrados). En cuanto a las otras dosis utilizadas (15 y 35 mg/ kg) describieron un efecto
del tratamiento sobre la activacion no lineal, ya que la dosis baja la increment6 mientras
la alta la disminuyd. De forma similar se ha descrito que los antihistaminicos producen
sedacion en el 25 % de los pacientes, mientras que con dosis excesivas se observa una

accion estimuladora (Karamanakos y cols., 2004).

El proposito de este experimento fue estudiar el efecto motor de las dosis del
farmaco pirilamina que vamos a utilizar en experimentos posteriores de evitacion

inhibitoria.
6.6.2- Material y método
Sujetos

Los sujetos fueron 30 ratones machos de la cepa CD1 previamente utilizados en un
experimento en el que 25 de ellos recibieron tratamiento crénico con salino o 20mg/kg
de amitriptilina aleatoriamente y los 30 pasaron por la caja de evitacion inhibitoria. A
los 51 dias de su llegada al laboratorio procedentes de CRIFFA (Charles River, Lyon,
Francia) y a los 30 dias de haber finalizado el tratamiento, fueron trasladados a un
nuevo laboratorio. Tras 8 dias de habituacion, en el que permanecieron en las mismas
condiciones que los ratones de los experimentos anteriores, dio comienzo el

experimento.

Farmaco

= | El farmaco utilizado fue maleato de
N pirilamina  (Sigma-Aldrich Quimica S.A.,

CH
-~ 3 . og ;s .
CH30@CH2NCHQCH2N <ch. | Madrid), antihistaminico (antagonista H1) con
3

propiedades sedantes y antimuscarinicas,

0]
HC_(@_OH siendo un polvo cristalino blanco muy soluble
|l
HC —C —OH en agua y alcohol (Sweetman, 2003). La
o

formula quimica de la pirilamina (también
Molécula de pirilamina
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llamada mepiramina) es C;7H23N30-C4H404. La toxicidad aguda cuando se administra
1.p. en ratones se estima en la dosis DL50 de 100 mg/kg (Haley, 1983; Sigma-Aldrich,
2004). Cuando se inyectd i.v. un bolo de pirilamina marcado radioactivamente a
ratones, se observo que mas del 60 % de la dosis inyectada se elimind por los rifiones
apareciendo en orina a los 90 min tras la inyeccion (Yanai y cols., 1989). La dosis de 20
mg/kg parece ser la mas utilizada a la hora de administrarla i.p. a ratones (Miyazaki
1995, 1997; Chen y cols, 2001; Malmberg-Aiello, 2000; Zarrindast y cols., 2003; Bell y
cols., 2004).

El farmaco fue disuelto en suero salino para ser inyectado i.p. en un volumen fijo de
0.01 ml/g de peso corporal, en dosis de 5 y 20 mg/kg. A los animales del grupo control

se les administr6 el mismo volumen i.p. de suero salino (0.9 %).
Aparatos

Se utiliz6 el actimetro lineal por infrarrojos de Cibertec (Madrid), Actifot 8 (ver Fig.
6.6.1), que consiste en: cinco placas sensoras de dieciséis fotocélulas infrarrojas situadas
a 2.5 cm del suelo cada una, una unidad de interconexioén y un ordenador IBM PC que
recibe la informacion y con el programa ALI (actimetro lineal por infrarrojos) procede

al almacenamiento de estos datos y su visualizacion en pantalla.

Fig. 6.6.1: Actimetro por Infrarrojos
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Sobre cada placa sensora se colocaba una caja de plastico de 42 x 26 x 15 cm, en
cuyo interior se encontraba el raton. Cualquier movimiento que ocurria dentro de su
campo era detectado por los rayos infrarrojos y llegaba como impulso eléctrico a la
unidad de interconexion, que enviaba la informacion procedente de las cinco placas al
ordenador. Esta informacion de la actividad locomotora se manifiesta como cuentas. A

mayor numero de cuentas, mas actividad ha tenido el animal.
Procedimiento

Los ratones fueron distribuidos al azar en una de las tres condiciones experimentales
siguientes en funcion del tratamiento farmacoldgico a recibir: suero fisiologico salino

(S), 5 mg/kg de pirilamina (P5) o 20 mg/kg de pirilamina (P20).

Durante cuatro dias cada raton fue introducido en una caja que se situaba dentro de la
placa sensora, permaneciendo en el actimetro durante 10 minutos. Cada dia se
realizaban 6 tandas de 5 ratones. Con esto de pretendia que los animales se habituaran al

aparato.

El quinto y ultimo dia les fue administrado i.p. el tratamiento correspondiente de
pirilamina o de suero fisiologico a cada raton 30 min antes de que comenzara la sesion
experimental, en la que el procedimiento era idéntico al de los dias anteriores (ver Fig.

6.6.2).

TRATAMIENTO DIA 1 DIA 2 DIA 3 DIA 4 DIA 5

; 30min

S(n=10) || Actimetro | Actimeto | { Actimeto || Actimetro |

(10 min) (10 min) (10 min) (10 min) R (10 min)
; 30min
| Pir5 (n=10) | Actimetro |-  Actimetro || Actimetro || Actimetro | — ] Actimetro
(10 min) (10 min) (10 min) (10 min) (10 min)

i 30min
| Pir20 (n=10) |-{  Actimetro }—| Actimetro | Actimetro |-  Actimetro |*—

(10 min) (10 min) (10 min) (10 min) (10 min)

Fig. 6.6.2. Esquema del disefio del Experimento 6. ¢ :administracion del tratamiento correspondiente,

S: salino, P5: 5 mg/kg de pirilamina, P20: 20 mg/kg de pirilamina.
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Analisis estadisticos

Los datos de este ultimo dia se analizaron con un ANOVA, con una variable entre:
Tratamiento (con tres niveles: S, PS5, P20) y una variable intra: Minuto, con diez niveles

Minl, 2,3,4,5,6,7,8,9, 10) y teniendo como variable dependiente N°cuentas.

Cuando el ANOVA mostraba diferencias significativas se utilizaba la prueba

Newman-Keuls para las comparaciones post-hoc entre grupos.

6.6.3- Resultados

El efecto del Tratamiento no resulté significativo [F (2, 27)= 0.73, p=0.05]. Se
observaron resultados significativos en la variable Minuto [F (9, 243)= 7.17, p<0.01]
(ver Fig. 6.6.3). Desde el Minuto 3 en adelante todos los minutos son significativos con
respecto al 1°, y con el 2° a partir del 4° (p<0.05) (excepto el 5°). La interaccion

tampoco resulto significativa [F (18, 243)= 0.99, p=>0.05].
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Fig. 6.6.3. Medias de las cuentas registradas en cada uno de los minutos. **p<0.01vs Min 1; #p<0.01

vs Min 2; *p<0.05 vs Min 2.
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6.6.4- Discusion

A pesar de ser un antihistaminérgico en este experimento no se ha encontrado efecto
de la pirilamina sobre la actividad locomotora en ratones en ninguna de las dosis
utilizadas (5 y 20 mg/kg). Estos resultados difieren con los encontrados por Lozeva y
cols. (2000), quienes encontraron que la administracion de 15 mg/kg de pirilamina
disminuyd el tiempo de movimiento, la velocidad, la ingesta y la ritmicidad de la
actividad locomotora espontanea medida en campo abierto en ratas a las que se habia
sometido a una falsa operacion para poder ser utilizadas de grupo control frente a ratas a
las que se realiz6 una anastomosis portocava. En el presente experimento utilizamos una

especie diferente, ratones, lo que podria explicar la diferencia en los resultados.

Otros estudios muestran que el antagonismo de los receptores histaminérgicos no
tiene una relacion lineal con el arousal. El efecto del tratamiento subcutdneo con
pirilamina (15 y 35 mg/kg) vari6 en funcion de la prueba en la que se estudiaran sus
efectos: estudiando el arousal sensorial observaron que con la dosis de 15 mg/kg los
machos redujeron la distancia recorrida en la caja tras la presentacion de un estimulo
olfativo mientras que lo aumentaron tras un estimulo tactil (alerta sensorial). Con la
dosis de 35 mg/kg de pirilamina se observo la esperada disminucioén en la actividad
realizada en la caja, especialmente por parte de las hembras, tras la presentacion de los
estimulos. Sin embargo con la utilizacion de la rueda de actividad, que implica un
componente emocional, se observd una reduccion de la actividad en ambos sexos
(Easton y cols., 2004). En el presente experimento la conducta observada es la actividad

locomotora espontanea en ratones.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por otros autores con el mismo
farmaco pero mediante procedimientos diferentes. Para estudiar si la disminucién de
ingesta de agua observada en ratas tras la administracion de pirilamina en el hipotalamo
ventromedial (25, 50, 100, 200 y 400 nmol) era inducida por una reduccion de la
actividad locomotora, se sometio a las ratas a la prueba de campo abierto. Los
resultados mostraron que las inyecciones no producian ningin cambio en el patron de
actividad locomotora de las ratas deshidratadas ni hiperosmoticas, comparado con la
actividad mostrada por ratas deshidratadas e hiperosmoticas que recibieron inyecciones

de suero salino (Magrani y cols., 2004).
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Asi pues, midiendo la actividad locomotora mediante un actimetro, no se ha
encontrado efecto de la administracion de pirilamina (5 y 20 mg/kg). Estos resultados
nos indican que en posteriores experimentos podemos utilizarla combindndola con
amitriptilina, sabiendo que los posibles efectos observados no serian atribuibles a la

accion de la pirilamina sobre la actividad locomotora.

198



Experimento 7

6.7- EXPERIMENTO 7:

EFECTO DE LA ADMINISTRACION PREADQUISICION DE PIRILAMINA
(5, 10 y 20 mg/kg) SOBRE EL APRENDIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA.

6.7.1- Introduccién

La literatura cientifica recoge varios experimentos que estudian el papel que los
receptores postsinapticos H; juegan en los procesos de aprendizaje y memoria. Los
estudios revisados hacen alusion tanto a la mejora (Alvarez y cols., 2001; Eidi y cols.,
2003) como al deterioro (Malmberg-Aiello y cols., 2000; Huang y cols., 2004) del

aprendizaje producidos por la pirilamina combinada con otras sustancias.

Entre las aportaciones experimentales que atribuyen un papel favorecedor del

aprendizaje a la pirilamina se encuentra el estudio de Eidi y cols. (2003). Ya hemos

visto anteriormente que los sistemas histaminérgico y colinérgico estan implicados en el
aprendizaje. De hecho, la pirilamina (20 y 50 pg i.c.v.), administrada inmediatamente
después de la adquisicion, aumento6 la mejora producida por nicotina o acetilcolina en el
aprendizaje de evitacion inhibitoria en ratas, mientras que atenu6 el deterioro producido
por escopolamina. Los autores concluyeron que los sistemas histaminérgico y

colinérgico tienen efectos opuestos sobre la retencion del aprendizaje.

También la pirilamina revirtié el deterioro producido por histamina en evitacién
activa en ratas (Alvarez y cols., 2001). La administracidon en el hipocampo ventral de
ratas de 45 nmol de histamina bloqueo la adquisicion de una tarea de evitacion activa,
mientras que la administracion de 67.5 nmol de pirilamina revirtidé este deterioro sin
mostrar diferencias con el grupo control cuando se administré de manera aislada

(Alvarez y Banzan, 1996).

Entre los estudios que le atribuyen un papel deteriorante del aprendizaje a la

pirilamina se encuentra el de Malmberg-Aiello y cols. (2000). La administracion i.p. de
20 mg/kg de pirilamina 30 min antes de la adquisicion, por si sola no tuvo efectos sobre
el condicionamiento de evitacion inhibitoria en ratones, ni sobre el deterioro producido
por la accion de la escopolamina, pero su tratamiento preadquisicion si que impidi6 la

proteccion de la metoprina (incrementa los niveles de histamina tras la inhibicion de N-
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metiltransferasa), la FMPH y la 2-TEA (ambos agonistas de los receptores

histaminérgicos H|) sobre la amnesia derivada de la administracién de escopolamina

(Malmberg-Aiello y cols., 2000).

Otros estudios apoyan también la idea de que los receptores postsinapticos H; juegan
un papel importante en aprendizaje y memoria. En una tarea con un laberinto radial de
ocho brazos en el que se evaluaba memoria de trabajo, se observd que la inyeccion de
0.5 y 1 pg de pirilamina en el hipocampo de ratas revirtido los efectos procognitivos

producidos por la histamina y el clobenpropit (antagonista Hs) (Huang y cols., 2004).

La inyeccion i.c.v. de acetilcolina en ratas revirti6 el deterioro producido en evitacion
activa por pirilamina, requiriéndose dosis de histamina 20 veces mayores para conseguir
el mismo efecto (Kamei y Tasaka, 1991). También la administracién cronica de
pirilamina ha sido objeto de estudio. Kamei y cols. (1990) observaron que ambas
formas de administracion producian un deterioro en el aprendizaje de evitacion activa

en ratas.

Miyazaki y cols, (1995) administraron i.p. 0.5 mg/kg de escopolamina antes de la
adquisicion de una tarea de aprendizaje en un laberinto elevado en cruz y observaron un
deterioro en el aprendizaje, que fue revertido tras la administraciéon 60 min antes del
aprendizaje de 500, 800 y 1600 mg/kg de histidina a ratones. El efecto de la histidina
fue antagonizado por la administracion de 20 mg/kg de pirilamina. En un experimento
realizado con evitacion inhibitoria se provoco un déficit en el aprendizaje con
escopolamina en ratones, que fue revertido por la administracion de clobenpropit o la
administracion conjunta de clobenpropit y =zolantidina (antagonista H,). La
administracion de 20 mg/kg de pirilamina a su vez antagonizé esta mejora (Miyazaki y

cols.,1997).

Siguiendo el método empleado por los autores anteriores, Chen y cols (2001) y Chen
y Shen (2002) estudiaron el efecto de antagonistas H; en ratas. La administracion
cronica de 20 mg/kg i.p. de pirilamina deterior6 la adquisicion de memoria espacial,
evaluada en un laberinto radial. También se vio afectada la recuperacion del aprendizaje
tras la administracion aguda de 50 mg/kg 30 min antes del test, siendo este deterioro

revertido por la administracion de 1 mg/kg de tacrina (Chen y cols 2001). Chen y Shen
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(2002) estudiaron el efecto de la administracion de diversas sustancias en el aprendizaje
de evitacion inhibitoria en ratas tras haberles producido déficits en el aprendizaje
mediante la inyeccion de acido iboténico en el nicleo tuberomamilar (productor de
histamina). La administracion icv de 500 ng de histamina, y la inyeccion ip de 1500
mg/kg de histidina, 10 mg/kg de metoprina o 3 y 5 mg/kg de tacrina disminuyeron el
deterioro inducido. A su vez, la administracion de pirilamina (2-5 mg/kg) antagonizo la

mejora producida por la histidina, sin encontrarse efectos con la dosis de 10 mg/kg.

Cuando fue administrada en la region CA1l del hipocampo dorsal de ratas

inmediatamente después de la adquisicion, la pirilamina no mostré efectos. La infusion

de histamina (10 nmol) inmediatamente después de la adquisicion de evitacion
inhibitoria producia efectos procognitivos sin alterar la actividad locomotora, la
ansiedad ni la conducta exploratoria. Aunque este efecto fue revertido por la ranitidina,
no ocurrid asi tras la infusion de 10/50 nmol de pirilamina inmediatamente después de
la adquisicion (da Silva y cols., 2006). Tampoco cuando se administrd (15-35 mg/kg
s.c.) justo antes de una prueba de condicionamiento emocional con shocks eléctricos en

ratones (Easton y cols., 2004).

Orsetti y cols (2001) observaron que la tioperamida mejord en ratas la amnesia
producida por escopolamina en una tarea de reconocimiento de lugar, sin ser estos
efectos procognitivos revertidos por pirilamina (10 m/kg i.p.) aunque si por zolantidina

(antagonista Hy).

Si el deterioro cognitivo de la amitriptilina es en parte producido por su accion sobre
el sistema histaminérgico, y dado que la pirilamina es un antagonista de los receptores
H; como la amitriptilina, en este experimento esperamos encontrar un deterioro sobre la

evitacion inhibitoria tras la administracion de pirilamina.
6.7.2- Material y método
Sujetos

Se utilizaron 56 ratones machos y 56 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes
de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de
26-28 g para los machos y 20-22 g para las hembras. Fueron alojados por sexos en

jaulas de plastico traslucidas de 25 x 25 x 14 cm, en grupos de cinco.
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El periodo de habituacion de los animales fue de 11 dias, permaneciendo en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.
Farmaco

El farmaco administrado fue maleato de pirilamina (Sigma-Aldrich Quimica S.A.,
Madrid), en dosis de 5, 10 y 20 mg/kg. Fue disuelto en suero salino para ser inyectado
i.p. en un volumen fijo de 0.01 ml/g de peso corporal. A los animales control se les

administr6 el mismo volumen i.p. de suero salino (0.9 %).
Aparatos

Se utilizo la caja de evitacion inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese,

Italia) descrita en el Experimento 1.
Procedimiento

Los ratones fueron divididos en cuatro grupos en cada sexo, en funcion del

tratamiento farmacoldgico que iban a recibir: suero fisiologico (S), dosis de 5 mg/kg

(P5), 10 mg/kg (P10) o 20 mg/kg (P20) de pirilamina.

Transcurridos 30 min de la administracion del farmaco los ratones realizaron la tarea
de evitacion inhibitoria (ver Fig. 6.7.1). El procedimiento seguido fue el descrito en el

Experimento 3.

Se eliminaron tres ratones en la fase de adquisicion por cerrarse la puerta antes de
que cruzasen del todo, y se afiadidé un ratéon al grupo de machos P20. Quedaron los
grupos de machos S y P5, y el de hembras P20 constituidos por un n=13, el grupo de

machos P20 por un n=13, y el resto de los grupos por un n=14.
Analisis estadisticos

Al igual que en el experimento anterior se analizd la latencia de cruce en cada una de
las dos fases (adquisicion y retencion) con ANOVA, siendo las variables independientes
Tratamiento (con cuatro niveles: S, PS5, P10 o P20) y Sexo (Machos y Hembras) y la
variable dependiente Latencia de cruce. Los datos directos fueron transformados

conforme se ha descrito en los experimentos anteriores.

202



Experimento 7

TRATAMIENTO SEXO EVITACION INHIBITORIA
* 30min 24h

30min 24h

Adquisicion I Retencion I
; 30min 24h
@ Adquisicion | |' Retencion |
* 30min 24h
Adquisicion i Retencion |

; 30min 24h
* 30min 24h

; 30min 24h

P10

Adquisicién I Retencion I
i 24h
I Adquisicién I I Retencién I

Fig. 6.7.1. Esquema del disefio del Experimento 7l administracion del tratamiento correspondiente,

S: salino, PS5, P10, P20: 5, 10 0 20 mg/kg de pirilamina, M: machos, H: hembras.

6.7.3- Resultados

En la adquisicion la variable Tratamiento no tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (3, 102)= 0.54, p=>0.05) ni en la retencion (F (3, 102)= 1.7, p=0.05) (ver
Fig. 6.7.2). Tampoco la variable Sexo fue significativa en la adquisicion (F (1, 102)=

3.27, p=0.05), ni la Interaccién Sexo-Tratamiento (F (3, 102)= 0.94, p=>0.05).

Al igual que en experimentos anteriores se registraron unas mayores latencias de las
hembras frente a los machos en la fase de retencion (F (1, 102)= 20, p<0.01), sin ser

significativa la Interaccion Sexo-Tratamiento (F (3, 102)=2.53, p=0.05).
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La t de Student mostré diferencias entre la fase de adquisicion y la de retencion en
todos los grupos: S, P5, P10 y P20 (p<0.01). Todos los ratones presentaron una mayor

latencia de cruce en la fase de retencion frente a la de adquisicion (ver Fig.6.7.2).

(A) ADQUISICION (B) RETENCION
0 %0
7 75
#
& 60
s s # #
; 2 #
z
@e G4
e o
3 ©
< <
20 30
15 15
0 0
s P5 P10 P20 s o5 P10 P20

Fig. 6.7.2. Efecto del tratamiento con pirilamina sobre la evitacion inhibitoria. Media £ ETM de la
transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de los distintos
grupos en las fases de adquisicion (A) y retencion (B). (S): salino, (P5): 5, (P10): 10, (P20): 20 mg/kg de

pirilamina. #p<0.01 vs mismo grupo en adquisicion.
6.7.4- Discusion

En el presente experimento no se ha encontrado efecto de la administracion i.p. de 5,
10 ni 20 mg/kg de pirilamina 30 min antes de la adquisicion. Este resultado concuerda
con los observados en los experimentos revisados en que se estudian efectos de la
pirilamina administrada de forma aislada. La administracion i.p. de 20 mg/kg de
pirilamina 30 min antes de la adquisiciéon por si sola no tuvo efectos sobre el
condicionamiento de evitacion inhibitoria en ratones (Malmberg-Aiello y cols., 2000).
Tampoco tuvo efectos por si misma cuando fue administrada s.c. (15-35 mg/kg) justo
antes de una prueba de condicionamiento emocional con shocks eléctricos (Easton y

cols., 2004).

Sin embargo, como ocurria con la histidina, hay una gran variedad de resultados en
los numerosos estudios en que utilizan pirilamina de forma combinada con otras

sustancias.
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Como conclusion de este experimento podriamos afirmar que la pirilamina por si
sola no tiene efectos sobre el condicionamiento de evitacion inhibitoria en ratones. Sin
embargo, podria ocurrir que si potenciara los efectos deteriorantes que tiene la
amitriptilina sobre el aprendizaje. Por ello en el proximo experimento administraremos

conjuntamente estas dos sustancias.
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6.8- EXPERIMENTO 8:

EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO PREADQUISICION CON
PIRILAMINA (20 mg/kg) Y AMITRIPTILINA (2.5, 5y 10 mg/ kg) SOBRE EL
APRENDIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA.

6.8.1- Introduccién

En el Experimento 7 no se encontraron efectos sobre el aprendizaje de la
administracion de 5, 10 y 20 mg/kg de pirilamina 30 minutos antes de la adquisicién.
Sin embargo si revisamos la literatura vemos que en la mayor parte de casos la
prilamina es utilizada en combinacion con otras sustancias. Se encuentran estudios en
los que la pirilamina revierte los efectos producidos por otras sustancias sobre el
aprendizaje (Alvarez y Ruarte, 2004; Huang y cols., 2004; Alvarez y cols., 2001;
Malmberg-Aiello y cols., 2000; Miyazaki y cols., 1995) asi como potencia efectos de
otras sustancias (Eidi y cols., 2003). En el presente experimento se estudian los efectos
de la administracion conjunta de pirilamina y amitriptilina. Si el sistema histaminérgico
esta implicado en el deterioro cognitivo producido por la amitriptilina, se potenciara el

efecto deteriorante.
6.8.2- Material y método
Sujetos

Se utilizaron 70 ratones machos y 70 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes
de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de
26-28 g para los machos y 20-22 g para las hembras. Fueron alojados por sexos en

jaulas de plastico traslicidas de 25 x 25 x 14 cm, en grupos de cinco.

El periodo de habituacion de los animales fue de 12 dias, permaneciendo en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.
Farmaco

Los farmacos administrados fueron maleato de pirilamina (Sigma-Aldrich Quimica

S.A., Madrid), en dosis de 20 mg/kg, y clorhidrato de amitriptilina, en dosis de 2.5, 5, y
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10 mg/kg. Fueron disueltos en suero salino para ser inyectados i.p. en un volumen fijo
de 0.01 ml/g de peso corporal. A los animales control se les administr6 i.p. el mismo

volumen de suero salino (0.9 %).
Aparatos

Se utilizo la caja de evitacion inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese,

Italia) descrita en el Experimento 1.
Procedimiento

Los ratones fueron divididos en ocho grupos en cada sexo, en funciéon del tratamiento
farmacoldgico que iban a recibir. En una primera inyeccion se les administr6 salino (S)
o 20 mg/kg de pirilamina (P). En una segunda inyeccion, realizada inmediatamente
después, se les administro salino (S) o 2.5, 5 o 10 mg/kg de amitriptilina (A2.5, AS,
A10). Transcurridos 30 min de la administracion del segundo farmaco, los ratones

realizaron la prueba del aprendizaje de evitacidn inhibitoria.

De esta manera quedaron formados asi los grupos: S-S, S-A2.5, S-AS, S-A10, P-S,
P-A2.5, PA5 y PA10. Los datos de los grupos S-A2.5, S-A5 y S-A10 fueron los

obtenidos en el Experimento 9 (ver Fig. 6.8.1).
Analisis estadisticos

Al igual que en el experimento anterior se analizd la latencia de cruce en cada una de
las dos fases (adquisicion y retencion) con ANOVA, siendo las variables independientes
Tratamiento (con ocho niveles: S-S, S-A2.5, S-AS5, S-A10, P-S, P-A2.5, PAS, P-A10) y
Sexo (Machos y Hembras) y la variable dependiente Latencia de cruce. Los datos se

analizaron siguiendo el procedimiento de los experimentos anteriores.
6.8.3- Resultados

En la adquisicion la variable Tratamiento tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (7, 189)= 2.46, p<0.01). El grupo S-A10 presenté mayor latencia de
cruce que el P-S (p<0.01) (ver Fig 6.8.2). La variable Sexo no fue significativa en la
adquisicion (F (1, 189)= 1.26, p>0.05), ni tampoco la Interaccion Sexo-Tratamiento [(F
(7, 189)= 1.42, p=0.05)].
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TRATAMIENTO SEXO ‘ EVITACION INHIBITORIA ‘
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Fig. 6.8.1. Esquema del disefio del Experimento 8.l: administracion del tratamiento correspondiente,

S: salino, A2.5, A5, A10: 2.5, 5,10 mg/kg amitriptilina, P: 20 mg/kg pirilamina, M: machos, H: hembras.
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En la retencion la variable Tratamiento fue estadisticamente significativa (F (7,
189)=14.22, p<0.01). Todos los grupos que recibieron dosis media o alta (S-AS5, S-A10,
P-AS5, P-A10) de amitriptilina, sola o en combinaciéon con pirilamina, mostraron
menores latencias que el grupo control, asi como el grupo S-A2.5 (p<0.01). Sin
embargo los grupos P-S y P-A2.5 no mostraron diferencias con el control (p=0.05). Si
comparamos los grupos que recibieron amitriptilina con los que recibieron amitriptilina
y pirilamina, vemos que no se encontraron diferencias entre ellos: S-A2.5/ P-A2.5, S-

A5/ P-AS, S-A10/ P-A10, ni tampoco entre S-S/ P-S (p=0.05).

También la variable Sexo resulto significativa (F (1, 189)=8.78, p<0.01). Al igual
que en experimentos anteriores se registraron unas mayores latencias de las hembras
frente a los machos en la fase de retencion. No fue significativa la Interaccion Sexo-

Tratamiento [(F (7, 189)=1.42, p=>0.05)].

ARCSEN RCp
&

(A ADQUSICION

ARCSEN RCp
&

inflfnnnn

SS SA25 SA5 SAL0 PS P-A25 P-A5 P-Al0

SS

SA25 SA6 SAl0 P-S P-A25 P-A5 P-A10

Fig. 6.8.2. Efecto del tratamiento con pirilamina y amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria. Media +
ETM de la transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce de
los distintos grupos en las fases de adquisicion (A) y retenciéon (B). (S): salino, (P): 20 mg/kg de
pirilamina, (A2.5), (A5), (A10): 2.5, 5, 10 mg/kg de amitriptilina. **p<0.01 vs. S-S . "p<0.01 vs

adquisicion mismo grupo. " p<0.01 vs. S-A10.

La t de Student para muestras dependientes muestra diferencias entre la fase de

adquisicion y la de retencion en todos los grupos: S-S, S-A2.5, S-AS, P-S, P-A2.5, P-AS
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(p<0.01,) excepto en los dos que recibieron la dosis alta de amitriptilina (S-A10, P-

A10), (p=0.05)(ver Fig. 6.8.2).
6.8.4- Discusién

De los resultados del presente experimento se puede extraer la conclusion de que el
efecto observado de la pirilamina ha sido escaso. Solo se han revertido los efectos de la
dosis de 2.5 mg/kg de amitriptilina y no ha tenido efecto en ningin otro caso. Si
tenemos en cuenta que la dosis de 2.5 mg/kg administrada sola ha resultado deteriorante
y que en otras ocasiones (en estudios de nuestro laboratorio) no ha tenido efecto, puede
resultar arriesgado atribuir un papel procognitivo a la pirilamina cuando podemos estar

ante un ejemplo mas de ausencia de efecto de la amitriptilina a esta dosis.

En el presente experimento no se han encontrado efectos de la administracion i.p. de
20 mg/kg de pirilamina 30 min antes de la adquisicion, combinada con 5 y 10 mg/kg de
amitriptilina. Igual que en el experimento anterior, no se observa efecto de la
administracion de pirilamina, ni al ser administrada sola ni en combinaciéon con
amitriptilina. De hecho, si comparamos entre si los grupos que recibieron la misma
dosis de amitriptilina, no se encuentran diferencias entre ellos, reforzando asi la falta de
efectos de la pirilamina. Esta falta de efectos ha sido observada también por otros
autores. Por ejemplo no revirtid los efectos procognitivos producidos por tioperamida en
reconocimiento de lugar con la dosis de 10 mg/kg i.p. (Orsetti y cols., 2001). En
evitacion inhibitoria 10/50 nmol de pirilamina administrada inmediatamente tras la
adquisicion tampoco revirtieron los efectos procognitivos de la histamina (da Silva y
cols., 2006). Malmberg-Aiello y cols. (2000) no observaron tampoco tras la
administracion i.p. de 20 mg/kg de pirilamina 30 min antes de la adquisicidon efectos
sobre el condicionamiento de evitacion inhibitoria en ratones, ni sobre el deterioro

producido previamente por la accion de la escopolamina.

Sin embargo su administracion si que impidié la proteccion de la metoprina
(incrementa niveles histamina tras la inhibicion de N-metiltransferasa), la FMPH y la 2-
TEA (ambos agonistas de los receptores histaminérgicos Hj) sobre la amnesia derivada
de la administracion de escopolamina (Malmberg-Aiello y cols., 2000). También la

administracion de 20 mg/kg de pirilamina antagonizé la mejora de un deterioro
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previamente inducido, mejora producida por histidina administrada en la prueba de
laberinto elevado (Miyazaki y cols., 1995) o por clobenpropit en evitacion inhibitoria

(Miyazaki y cols., 1997).

Asi pues, en la mayoria de estudios se refiere que la pirilamina revierte los efectos
procognitivos producidos por otras sustancias, produciendo deterioro en el aprendizaje.

Lo que quizas no sea equivalente a potenciar los efectos de sustancias deteriorantes.

Existen algunos estudios en los que se refiere tras la administracion de pirilamina una
mejoria del aprendizaje. En el caso de Eidi y cols. (2003) la pirilamina fue administrada
i.c.v inmediatamente después de la fase de adquisicion de la evitacion en ratas,
observandose un efecto aditivo a la mejoria producida por nicotina o acetilcolina. En el
caso de Alvarez y Banzan (1996) la administracion en el hipocampo ventral de ratas de
pirilamina revirtid el bloqueo del aprendizaje de evitacion activa producido por la
histamina. En ambos casos tanto la metodologia utilizada (administracion i.c.v) como

los sujetos utilizados (ratas) diferian con los del presente trabajo.

El hecho de que no se encuentre una potenciacion del deterioro producido por la
amitriptilina en este experimento, ni efecto cuando es administrada sola, son datos que
confirman que el sistema histaminérgico no esta implicado en el deterioro cognitivo

producido por la amitriptilina.

Dado que en esta investigacion no hemos encontrado efectos que impliquen al
sistema histaminérgico en el proceso de aprendizaje de la evitacion inhibitoria ni en el
deterioro producido por la amitriptilina consideramos que en la evitacion inhibitoria hay
otros mecanismos de neurotransmision implicados que merecen ser estudiados, tal es el

caso del siguiente experimento.
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6.9- EXPERIMENTO 9:

EFECTO DEL TRATAMIENTO COMBINADO PREADQUISICION CON
FLUOXETINA (15 mg/kg) Y AMITRIPTILINA (2.5, 5y 10 mg/ kg) SOBRE EL
APRENDIZAJE DE EVITACION INHIBITORIA.

6.9.1- Introduccién

En los experimentos anteriores no se observaron cambios sobre el efecto deteriorante
que produce la amitriptilina en el aprendizaje de evitacion inhibitoria por ratones tras la
administracion de sustancias que alteran los mecanismos de neurotransmision
histaminérgica. Nos planteamos la hipdtesis de que fuera el efecto de la amitriptilina
sobre el sistema serotonérgico en parte responsable del deterioro del aprendizaje. Existe
la posibilidad de que la accion de la amitriptilina sobre el sistema serotonérgico esté
implicada en el deterioro que ésta produce en el aprendizaje de evitacion inhibitoria.
Existen referencias en la literatura que muestran deterioro del aprendizaje tras la
administracion de fluoxetina, si bien hay algunos resultados que muestran que no hay

deterioro o que incluso hay una mejora.

La fluoxetina es un conocido farmaco que inhibe selectivamente la recaptacion de
serotonina (ISRS), por lo que al administrarlo junto con amitriptilina (que también eleva
la disponibilidad de serotonina, efecto al que debe principalmente su capacidad
antidepresiva) el sistema que se esta potenciando es el serotonérgico. En general la
literatura muestra una mejora o una falta de efecto de la administracion de fluoxetina en
evitacion inhibitoria (Arenas y cols., 2006). En humanos, los ISRS a altas dosis tienden
a deteriorar los sistemas relacionados con el aprendizaje, mientras que dosis bajas

estimulan tests de atencion y memoria (Dumont y cols., 2005).

La serotonina (5-HT) ha sido implicada en las funciones cognitivas. En general la
literatura describe bien una mejoria, bien una falta de deterioro, en el aprendizaje de
evitacion inhibitoria (Flood y Cherkin, 1987; Meneses y Hong, 1995; Arenas y cols.,
2006). Kumar y Kulkarni (1996) administraron 1, 5 y 10 mg/kg de fluoxetina tras el
aprendizaje de una tarea de evitacion inhibitoria. Observaron que la fluoxetina (10

mg/kg) era capaz de revertir el deterioro producido por la escopolamina. En un estudio
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reciente con pacientes con ligero deterioro cognitivo se observo que la fluoxetina

mejoro la memoria (escala de Weschler) (Mowla y cols., 2007).

Sin embargo algunos estudios muestran efectos contradictorios. Fernandez-Pérez y
cols. (2005) observaron que la administracion de fluoxetina a ratas deterioro6 el retraso
en el reconocimiento de la posicion de objetos, mientras que WAY 100635 (antagonista
del receptor 5-HT;s) no solo revirtid6 sino que mejord la respuesta. Sus resultados
apoyan la hipotesis de que la administracion de la fluoxetina deteriora la memoria a

corto plazo.

También se ha observado que 10 mg/kg de fluoxetina disminuyen la evitacion de las
ratas a shocks eléctricos (Nelson y cols., 1997). La administracion cronica a ratas de 1
mg/kg de fluoxetina atenia la potenciacion a largo plazo (LTP) inducida en el
hipocampo, aunque no provoca deterioro en la Piscina de Morris (Stewart y cols.,
2000). Carlini y cols. (2007) han estudiado el efecto de 5 mg/kg de fluoxetina
administrada i.p. en ratas treinta minutos antes de la prueba de evitacion inhibitoria,
observando una disminucion de la retencion del aprendizaje. Asimismo se hizo patente
su efecto deteriorante al ser capaz de revertir la mejora del aprendizaje producida por la

administracion de Ghr (hormona estimulante del apetito).

Se ha observado que la administracion cronica de fluoxetina (20 mg/kg i.p.) a ratones
deteriord el aprendizaje de evitacion inhibitoria en machos pero no en hembras
(Monleon y cols., 2002), mientras que la administracion aguda produjo mejora

(Monleén y cols., 2001).

También se ha observado que la administracion postadquisicion del agonista de 5-
HT;a (8-OH-DPAT) en corteza insular deteriora el aprendizaje de evitacion inhibitoria

en ratas (Mello y cols., 2001).

El objetivo del presente experimento es potenciar la accion serotonérgica de la
amitriptilina con un ISRS, la fluoxetina. Se ha observado en experimentos anteriores
que dosis bajas de amitriptilina (2,5 mg/kg) no producen generalmente efecto sobre la
evitacion inhibitoria. Asi como que dosis de 15 mg/kg de fluoxetina tampoco producen
efecto en este modelo de aprendizaje animal (Arenas y cols., 2006). Al poseer ambos

farmacos un parecido mecanismo de accion sobre el sistema serotonérgico, si éste esta
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implicado en el deterioro del aprendizaje producido por la amitriptilina, podria ocurrir

que si se observara efecto deteriorante tras la administracion conjunta de los mismos.
6.9.2- Material y método
Sujetos

Se utilizaron 72 ratones machos y 72 ratones hembras de la cepa CD1, procedentes
de CRIFFA (Charles River, Lyon, Francia). El peso a su llegada al laboratorio fue de
26-28 g para los machos y 20-22 g para las hembras. Fueron alojados por sexos en

jaulas de plastico traslucidas de 25 x 25 x 14 cm, en grupos de cinco.

El periodo de habituacion de los animales fue de 11 dias, permaneciendo en las

mismas condiciones que en los experimentos anteriores.

Farmaco

Como un primer acercamiento a la mediacion del sistema serotonérgico en el efecto
deteriorante del aprendizaje de la amitriptilina, administraremos en este experimento

fluoxetina junto con amitriptilina.

Los farmacos administrados fueron 15 mg/kg de clorhidrato de fluoxetina (Guinama
Alboraya, Espana), y clorhidrato de amitriptilina, en dosis de 2.5, 5, y 10 mg/kg (Sigma-
Aldrich Quimica S.A., Madrid). Fueron disueltos en suero salino para ser inyectados i.p.
en un volumen fijo de 0.01 ml/g de peso corporal. A los animales control se les
administr6 el mismo volumen i.p. de suero salino (0.9 %). Se ha utilizado la dosis de 15
mg/kg basandonos en los estudios previos realizados en el laboratorio, que permiten

tomar ésta como dosis intermedia (Monle6n y cols., 2001; Arenas y cols., 2006).

Estructura quimica de la fluoxetina (Mandrioli y Raggi, 2006).
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Aparatos

Se utilizo la caja de evitacion inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese,

Italia) descrita en el Experimento 1.
Procedimiento

Los ratones fueron divididos en seis grupos en cada sexo, en funcion del tratamiento
farmacoldgico que iban a recibir. En una primera inyeccion se les administr6 salino (S)
o 15 mg/kg de fluoxetina (F). En una segunda inyeccion, realizada inmediatamente
después, se les administro salino (S) o 2.5, 5 o 10mg/kg de amitriptilina (A2.5, AS,
A10). Transcurridos 30 min de la administracion del segundo farmaco, los ratones
realizaron la prueba del aprendizaje de evitacion inhibitoria (ver Fig. 6.9.1). De esta
manera quedaron formados los grupos: S-S, S-A2.5, S-AS5, S-A10, F-S y F-A2.5, todos

con un n=12.
Analisis estadisticos

Al igual que en el experimento anterior se analizd la latencia de cruce en cada una
de las dos fases (adquisicion y retencion) con ANOVA, siendo las variables
independientes Tratamiento (con seis niveles: S-S, S-A2.5, S-AS, S-A10, F-S, F-A2.5)
y Sexo (Machos y Hembras) y la variable dependiente Latencia de cruce. En lo demas

se procedio como en los experimentos previos.
6.9.3- Resultados

En la adquisicién la variable Tratamiento no tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (5, 126)= 1.83, p>0.05) (ver Fig 6.9.2). Tampoco la variable Sexo fue
significativa en la adquisicion ((F (1, 126)= 1.24, p>0.05), ni la Interacciéon Sexo-

Tratamiento (F (5, 126)= 1.65, p=0.05).

En la retencion la variable Tratamiento si tuvo un efecto estadisticamente
significativo (F (5, 126)=3.95, p<0.01). Los grupos S-A10 y F-A2.5 mostraron menores
latencias de cruce que el grupo control (p<0.01). El resto de los grupos (S-S, S-A2.5, S-

A5, F-S) no mostraron diferencias con el control (p=0.05).
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EVITACION INHIBITORIA
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Fig. 6.9.1. Esquema del disefio del Experimento 9. l :administracion del tratamiento correspondiente,

S: salino, A2.5, A5, A10: 2.5, 5,10 mg/kg amitriptilina, F: 15 mg/kg fluoxetina, M: machos, H: hembras.
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La variable Sexo no fue significativa tampoco en la adquisicion (F (1, 126)= 1.79,

p=>0.05), ni la Interaccidon Sexo-Tratamiento (F (5, 126)= 2.2, p=0.05).

La t de Student para muestras dependientes muestra diferencias entre la fase de
adquisicion y la de retencion en todos los grupos: S-S, S-A2.5, S-AS, F-S (p<0.01,)
excepto en el grupo S-A10 y el F-A2.5 (p=0.05), que no presentaron mayores latencias

de cruce en la retencion (ver Fig. 6.9.2).

(A) ADQUISICION (B) RETENCION

% %

75 75
2 60 4 S 60

O HH
g o #H # i
g 45 & 45
j 2 -
.

% 30 % 30

U W 0 [

0 : : : : : 0-
ss SA25  SAS  SAI F-S F-A25 ss SA25  SA5  SAID F-S F-A25

Fig. 6.9.2. Efecto del tratamiento con fluoxetina y amitriptilina sobre la evitacion inhibitoria. Media +
ETM de la transformacion a arcoseno de la raiz cuadrada de las proporciones de las latencias de cruce A:
adquisicion, B: retencion. S: salino, F: 15 mg/kg de fluoxetina, A2.5, A5, A10: 2.5, 5, 10 mg/kg de

amitriptilina. **p<0.01 vs. S-S . #p<0.01 vs adquisicién.
6.9.4- Discusion

En este experimento el grupo que recibe Unicamente la dosis de 2.5 mg/kg de
amitriptilina no muestra diferencias con el control, como tampoco las muestra el grupo
que recibe unicamente la dosis de 15 mg/kg de fluoxetina. El grupo que recibe 10 mg/kg
de amitriptilina muestra un deterioro del aprendizaje de evitacion inhibitoria, observado
al comparar sus latencias con las del grupo control en la retencién. Asimismo, al
comparar las latencias de este grupo en la retencion con las de la adquisicion

observamos que no existen diferencias entre ellas (no ha habido aprendizaje).

Se ha observado previamente que la administracion cronica de fluoxetina (20 mg/kg
1.p., dosis superior a la aqui administrada) a ratones deteriord el aprendizaje de evitacion

inhibitoria en machos pero no en hembras (Monleén y cols., 2002).

218




Experimento 9

Sin embargo, al administrar una dosis de fluoxetina (15 mg/kg) que por si misma no
produce deterioro (ya observado por Arenas y cols., 2006) junto con una dosis no
deteriorante de amitriptilina, si encontramos un deterioro del aprendizaje. Este deterioro
es incluso similar al encontrado al administrar una dosis claramente deteriorante de
amitriptilina (10 mg/kg). El grupo que recibe los dos firmacos de forma combinada
tampoco muestra diferencias entre las latencias registradas en la retencion y las
registradas en la adquisicion, tampoco ha realizado aprendizaje. Es interesante ver como
dos sustancias administradas en dosis que no producen efecto al ser administradas de
forma aislada, si produzcan deterioro al ser administradas de forma combinada. Estos
resultados apoyan la hipotesis de que el sistema de neurotransmision serotonérgico esté

implicado en el deterioro producido por la amitriptilina.

Kumar y Kulkarni (1996) observaron que la fluoxetina (10 mg/kg) era capaz de
producir efectos en el sentido opuesto a los observados en este experimento (revirtiendo

deterioro producido por escopolamina), pero fue administrada postadquisicion.

En la literatura encontramos que la microinfusiéon de sustancias (agonistas,
antagonistas o neurotransmisores) en el hipocampo y estructuras relacionadas apoyan la
idea de que la serotonina interfiere con la formacion de la memoria a largo plazo de la
evitacion inhibitoria (Izquierdo y Medina, 1997; Izquierdo y cols., 1998). Por ejemplo,
la administracion postadquisicion del agonista de 5-HT;5 (8-OH-DPAT) en corteza

insular deteriora el aprendizaje de evitacion inhibitoria en ratas (Mello y cols., 2001).

La literatura muestra datos contradictorios sobre el efecto de la fluoxetina sobre la
memoria en animales, pero cuando es administrada antes de la adquisicion el resultado

mas frecuente es el de deterioro (Monledn y cols., 2008).

Finalmente queremos resaltar que, entre los mecanismos de accion de la amitriptilina
(ver apartado 2.3.3.) el tnico en comun con la fluoxetina es el de la inhibicion de la
recaptacion de serotonina. Por lo tanto se debe atribuir a este neurotransmisor la

responsabilidad de los efectos encontrados en el grupo F-A2.5 mg/kg.
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CAPITULO 7: DISCUSION GENERAL

El principal objetivo de este trabajo era estudiar la contribucion del sistema de

neurotransmision histaminérgico en la accion deteriorante de la amitriptilina,

antagonista de los receptores histaminérgicos H;, sobre la memoria, amplidndose

después al estudio de la posible participacion del sistema de neurotransmision

serotonérgico en dicha accidon deteriorante. Los experimentos realizados pueden quedar

encuadrados en cuatro grupos:

1-

2-

Experimentos en los que se deciden aspectos metodologicos a utilizar en los
siguientes: intensidad de shock eléctrico, dosis de amitriptilina y momento de

administracioén de la misma (Experimentos 1, 2 y 3).

Experimentos en los que se estudian los efectos de la L-histidina, precursor de la
histamina, sobre el deterioro en el aprendizaje de evitacion inhibitoria producido
por la amitriptilina (Experimentos 3, 4 y 5). Bajo la hipdtesis de que la accion
antihistaminérgica de la amitriptilina pueda contribuir al deterioro observado en el
aprendizaje, la administracion de un precursor de la histamina contrarrestaria su
efecto antihistaminérgico, esperandose con ello que revirtiera el deterioro

producido por la amitriptilina.

Experimentos en los que se estudian los efectos de la pirilamina, antagonista del
receptor H; de la histamina, sobre el deterioro en el aprendizaje de evitacion
inhibitoria producido por la amitriptilina (Experimentos 6, 7 y 8). La
administracion de un antagonista histaminérgico potenciaria los efectos
antihistaminérgicos de la amitriptilina, favoreciendo con ello su accién

deteriorante sobre el aprendizaje.

Grupo de experimento Unico en el que se estudia los efectos de la fluoxetina,
inhibidor selectivo de la recaptaciéon de la serotonina, sobre el deterioro en el
aprendizaje de evitacion inhibitoria producido por la amitriptilina (Experimento

9).
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Tras el primer experimento, que se realizd simultineamente a otro en el mismo
laboratorio en el que se utilizaron las dosis de 0.3 y 0.5 mA. (Urquiza, 2007) se decidio
que la intensidad de shock eléctrico a utilizar en los siguientes experimentos fuera 0.3
mA. Se tomo esta intensidad porque sitia la media de la evitacion en un punto
intermedio entre el minimo y el méximo que permite teéricamente influir, en un sentido
o en otro, mejorando o empeorando la ejecucion de los animales. Con esta intensidad se
produce aprendizaje de la tarea de evitacion inhibitoria y se evita sufrimiento

innecesario al animal.

Las dosis utilizadas de amitriptilina fueron 2.5 mg/kg (Experimentos 5, 8, 9), 5
mg/kg (Experimentos 3, 8, 9), 10 mg/kg (Experimentos 3, 5, 8, 9), 20 mg/kg
(Experimento 3) y 30 mg/kg (Experimentos 1, 2). La administracion unica de 2.5 mg/kg
de amitriptilina no produce efectos sobre la prueba de evitacion inhibitoria. En el caso
de hacerlo combinada con otras sustancias, sigue sin hacer efecto al ser administrada
con pirilamina, pero si cuando fue combinada con fluoxetina. La administracion de 5
mg/kg produjo deterioro en el aprendizaje en los Experimentos 3 y 8, pero no en el
Experimento 9. La dosis de 10 mg/kg de amitriptilina deteriora en todos los
experimentos en que se empled (Experimentos 3, 5, 8, 9). La administracion de 20
mg/kg de amitriptilina no produjo efectos significativos (Experimento 3). En previos
estudios se ha realizado la observacion de que la dosis intermedia no produce efecto.
Mientras que la dosis mas alta utilizada, de 30 mg/kg, de amitriptilina no ofrece dudas
respecto a su efecto deteriorante e incluso amnésico en ratones que realizan la prueba de
evitacion inhibitoria cuando es administrada preadquisicion (Experimento 2). El efecto
deteriorante observado no esta enmascarado por el efecto deteriorante motor puesto que
la latencia de cruce de los sujetos tratados con 30 mg/kg se ve incrementada en la fase
de test, cuando los animales estan libres de farmaco. La dosis de 10 mg/kg parece ser la
mas adecuada para combinar con otras sustancias. Dosis inferiores podrian ser

inefectivas mientras que dosis mas altas son innecesarias.

Respecto al momento de administracion de la misma podemos afirmar que se
observan mas efectos cuando se administra 30 min antes de la adquisicion del
aprendizaje (en todos los experimentos excepto en el primero se realiza en ese

momento) que cuando se administra inmediatamente tras ella (Experimentos 1y 2).

222



Capitulo 7- Discusion General

De hecho no hemos podido replicar los resultados obtenidos por Everss (2003) en
cuanto al momento de administracion. Parece que ocurre con la amitriptilina lo mismo
que en el caso de las benzodiacepinas o la escopolamina, que administradas antes de la
adquisicion tienen mas efecto que administradas inmediatamente después (Bammer,

1982; Rush, 1988; Parra y cols., 2000).

En ninguno de los experimentos realizados con el precursor de la histamina L-
histidina se observo efecto sobre el aprendizaje, en dosis de 250 mg/kg (Experimento
4), 500 mg/kg (Experimentos 3 y 4) y 1000 mg/kg (Experimentos 4 y 5), ni solo ni en
combinacion con amitriptilina. Cuando se estudid el efecto de la pirilamina sobre la
actividad locomotora no se observaron resultados significativos, utilizdndose 5 y 20
mg/kg (Experimento 6). La pirilamina tampoco produjo efectos sobre el aprendizaje, en
dosis de 5, 10 ni 20 mg/kg (Experimento 7) ni ain cuando esta ultima dosis fue

administrada junto 2.5, 5 o 10 mg/kg de amitriptilina (Experimento 8).

Asi pues, nuestros resultados no apoyan ni el efecto favorecedor ni el deteriorante del
sistema histaminérgico en el aprendizaje. En la mayoria de casos revisados se refiere
una mejora del aprendizaje tras la potenciacion de este sistema cuando previamente se
ha producido un deterioro en el mismo con otra sustancia (escopolamina en ratas: Chen,
2000, Chen y Kamei, 2000, Chen y Shen, 2002). Hasta tal punto se cree en la mejoria
que produce sobre la memoria que llega a sugerirse que un aumento de la disponibilidad
de histamina se traduce en efectos beneficiosos en tareas cognitivas (Bacciottini y cols.,
2001). En el caso de Miyazaki y cols., 1995 (quienes utilizaron escopolamina en

ratones) este efecto a su vez era revertido por la administracion de pirilamina.

Sin embargo también hay estudios en que se refiere un deterioro del aprendizaje tras
la administracion de histidina (Rubio y cols., 2001). Quizas estas diferencias sean
debidas a la utilizacion de una tarea (evitacion activa) y un animal (ratas) diferentes a
los utilizados en la presente tesis. Cuando el aparato utilizado fue la piscina de Morris,
no se observaron efectos (Rubio y cols., 2002). En evitacion inhibitoria, pero con peces,

también se observo deterioro (Medalha y cols. 2000, Pereira y cols., 2006).

La administracion de 15 mg/kg de fluoxetina no produjo efectos significativos por si
misma, sin embargo si se observd una disminucion de las latencias de cruce en la fase

de retencion cuando se administré combinada con una dosis de amitriptilina que por si
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misma tampoco resulta efectiva (2.5 mg/kg) (Experimento 9).

En la literatura revisada también se encuentran resultados contradictorios en cuanto
al papel del sistema serotonérgico en el aprendizaje. En unos casos se describe una falta
de deterioro o una mejoria en el aprendizaje de evitacion inhibitoria (Flood y Cherkin,
1987; Meneses y Hong, 1995; Arenas y cols., 2006). En otros se detallan experimentos

en que agonistas de receptores de la serotonina producen deterioro (Myhrer, 2003).

Se ha observado en algunos de los experimentos de la presente tesis que las hembras
realizan un mejor aprendizaje que los machos (presentan mayores latencias en la
retencion) sin observarse interaccion con el tratamiento. Las diferencias de sexo en el
aprendizaje de evitacion inhibitoria han sido previamente referidas (Berger-Sweeney y
cols., 1995; Monledn y cols., 2001). Estas diferencias no son debidas a diferencias en
actividad locomotora espontanea porque machos y hembras no difieren en esta medida
en anteriores experimentos (Monledén y cols., 2001), aunque otros autores han

encontrado que los ratones machos son mas activos que las hembras (Beatty, 1979).

También se ha observado que la administracion de estradiol a ratones (machos y
hembras) de avanzada edad mejora el aprendizaje en las tareas de evitacion inhibitoria y
en el laberinto de agua (Frye y cols., 2005), por lo que es atribuible a diferencias en la

actividad hormonal.

Es arriesgada la atribucion de los efectos observados a un determinado mecanismo
de accion, debido a las complicadas interacciones existentes entre ellos (Meneses y

Hong, 1995).

La formacion de la memoria en la tarea de evitacion inhibitoria en el hipocampo de
roedores implica la activacion de receptores del glutamato, cambios en segundos
mensajeros, aumento de la actividad de las proteinquinasas, cambios en las subunidades
de los receptores del glutamato y un incremento de los factores de transcripcion
genética. Estos sucesos estan tempranamente modulados en la adquisicion por una gran
variedad de mecanismos neurales y hormonales. Las influencias neuronales reguladoras
en el hipocampo estan constituidas por grupos de fibras originadas en el septum, locus
coeruleus, rafe dorsal y medial y ntcleo tuberomamilar, que son, respectivamente

colinérgicas, noradrenérgicas, serotonérgicas e histaminérgicas. La amitriptilina inhibe
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las neuronas piramidales del hipocampo (Mongeau y cols., 1997; Haas y Panula, 2003).

El sistema colinérgico es sabido que participa en los procesos de atencion,

aprendizaje y memoria. Sin embargo no es el tnico responsable de estos procesos.

El sistema histaminérgico, objeto de nuestro estudio, sintetiza la histamina en
neuronas especificas situadas en el nucleo tuberomamilar del hipotdlamo posterior.
Entre las estructuras a las que proyectan sus fibras se encuentra la corteza cerebral, la

amigdala y el hipocampo (Haas y Panula, 2003; Hill y cols., 1997).

En este trabajo no hemos encontrado efectos ni de la L-histidina ni la pirilamina, ni
al ser administradas solas ni en combinacion con amitriptilina. El hecho de que no se
encuentre una potenciacion del deterioro producido por la amitriptilina es un dato mas
que confirma que el sistema histaminérgico no estd implicado en el deterioro cognitivo
producido por la amitriptilina. Los resultados obtenidos en esta tesis no refuerzan el
sentido deteriorante ni favorecedor del sistema histaminérgico sobre el aprendizaje de
evitacion inhibitoria ni administrado solo ni cuando interactia con el antidepresivo

objeto de nuestro estudio.

Se ha descrito ampliamente la actividad moduladora de la histamina, que difiere en
sus efectos sobre el aprendizaje en funcion de factores como la tarea utilizada o la
region del cerebro implicada (Passani y Blandina, 2007). Estos autores refieren una
mejoria del aprendizaje tras la administracion intracerebral de sustancias que potencian
el sistema histaminérgico, mientras ocurre lo contrario cuando el lugar donde se
administra es la amigdala. El efecto que el sistema histaminérgico pueda tener sobre el
aprendizaje estd a menudo relacionado con su interaccion con el sistema colinérgico. La
activacion de los receptores histaminérgicos regula las vias intracelulares como la
cascada del AMPc, y modula los cambios de plasticidad involucrados en la

consolidacion de la memoria.

Sin embargo los resultados encontrados en la literatura, aunque a veces muestran
efectos, éstos no son concluyentes en funcion de la revision realizada, ya que se
encuentran efectos opuestos entre ellos. Hay autores que afirman que el sistema
histaminérgico y colinérgico tienen efectos opuestos e interactian en el proceso de

retencidn, en contra de quienes mantienen que dicha interaccion se manifiesta en una

225



Capitulo 7- Discusion General

mejora del proceso de aprendizaje (Philippu y Prast, 2001; Bacciottini y cols., 2001;
Eidi y cols., 2003; Pasanni y Blandina, 2004).

Estas y otras discrepancias en la literatura sugieren que los efectos de la histamina y
de los agonistas y antagonistas de sus receptores sobre la consolidacion de la memoria
es muy dependiente de la metodologia utilizada, del momento, via y lugar de la
administracion y del tipo de prueba utilizada. Por ejemplo, cuando es administrada en
CA1 la histamina mejora la consolidacién a través de un mecanismo que implica la
activacion de los receptores H. Sin embargo la histamina endégena de CA1 no parece
participar en la consolidacion de la memoria de evitacion inhibitoria (da Silva y cols.,

2006).

Quizas se pueda explicar la falta de efectos del sistema histaminérgico en la memoria
centrandonos en los receptores del hipocampo sobre el que inciden sus proyecciones.
Aunque el grupo especifico de neuronas piramidales de CA3 involucradas en la
descarga esta determinado por inputs sensoriales provenientes del cortex entorrinal y la
descarga en el area dentada, su umbral y extension estan controlados por la excitabilidad
subcortical ya explicada. La excitabilidad evocada en CA3 induce a su vez potenciacion
a largo plazo en el area CA1. Esto se observa con la ACh y con otros neurotransmisores.
Sin embargo, aunque también es aplicable para la histamina, ésta actia sobre los
receptores H; situados en el hipocampo (Haas y cols., 1995). Siendo los receptores H;
los implicados en la accion de la amitriptilina y la de los farmacos utilizados en esta
tesis, es posible que dé explicacion a la carencia de efectos del sistema histaminérgico

(Haas y cols., 1995).

El sistema serotonérgico juega un papel muy importante en el tratamiento de los
trastornos del estado de 4nimo asi como en el aprendizaje y la memoria (Meneses y
Hong, 1995; Meneses, 1999). La mayoria de las neuronas serotonérgicas tienen sus
somas en los nucleos del rafe, pero desde ahi hay proyecciones a la mayoria de las areas
cerebrales implicadas en el aprendizaje y la memoria (Florez y Pazos, 1997) (ver Fig.
7.1). Las vias y los receptores serotonérgicos se encuentran distribuidos por areas

cerebrales relevantes para estos procesos (Barnes y Sharp, 1999).
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Fig. 7.1. Principales vias serotonérgicas en el cerebro de rata (Tomado de Rosenzweig y cols., 2001,

p. 116).

De hecho, algunos de los farmacos que bloquean su recaptacion y aumentan el nivel
de serotonina en la hendidura sinaptica (p.e., algunos antidepresivos), mejoran la
ejecucion de tareas aprendidas tanto en animales (Flood y Cherkin, 1987; Meneses y
Hong, 1995) como en humanos (Amado-Boccara y cols., 1995). Los farmacos
antagonistas de los receptores 5-HT2A, 5-HT2B, 5-HT2C, 5-HT3 y los agonistas de 5-
HT4 mejoran el aprendizaje (Meneses, 1999; Barnes y Sharp, 1999). Sin embargo, en
ocasiones la literatura muestra resultados contrarios (por ejemplo, con la administracion
de inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina). Su reduccion en el
hipocampo se ha relacionado con desérdenes cognitivos presentes en trastornos como la
depresion y la enfermedad de Alzheimer y, de hecho, algunos autores defienden que los
tratamientos con antidepresivos inciden en esta estructura incrementando o
disminuyendo la neurotransmision de serotonina y de noradrenalina (Mongeau y cols.,

1997).

En una interesante y profunda revision realizada por Myhrer (2003) encontramos los
efectos de cambios neuroquimicos de diferentes neurotransmisores sobre diferentes
tareas (evitacion inhibitoria, piscina de Morris, laberinto radial, y actividad exploratoria
espontanea). Concretamente se observa un efecto comun de la serotonina: los agonistas

deterioran la tarea mientras la deplecion de serotonina no produce efectos.
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La serotonina (5-HT) ha sido implicada en las funciones cognitivas. En general la
literatura describe bien una mejoria, bien una falta de deterioro, en el aprendizaje de
evitacion inhibitoria (Flood y Cherkin, 1987; Meneses y Hong, 1995; Arenas y cols.,
2006). En humanos, los ISRS a altas dosis tienden a deteriorar los sistemas relacionados
con el aprendizaje, mientras que dosis bajas estimulan tests de atenciébn y memoria

(Dumont y cols., 2005).

Las interacciones del sistema colinérgico con el serotonérgico también han sido
objeto de estudio en diversas investigaciones. El sistema serotonérgico por si mismo
tiene unos efectos infimos sobre las funciones cognitivas. Pero cuando es combinado
con el colinérgico la interaccion produce unos efectos que pueden tener unas marcadas
consecuencias. Sin embargo no esta claro si ambos sistemas actuan directamente sobre
los procesos cognitivos o si sus efectos conductuales son consecuencia de alteraciones
sinérgicas a niveles no conductuales. Todavia se complica mas cuando nos preguntamos
si estas diferencias ocurren a nivel neuroanatdmico o neuroquimico. Es posible que el
sistema colinérgico actiie en primer lugar sobre la agudeza en las tareas cognitivas,
mientras el serotonérgico module el aprendizaje a través de otras vias, como la
motivacional o motora. Y esto a su vez podria depender del proceso cognitivo objeto de
estudio. Steckler y Sahgal (1995) realizaron una revisiéon de las interacciones seroto-
colinérgicas, y en ella podemos observar cémo algunas de las estructuras sobre las que
interactian coinciden con las estructuras sobre las que actian los antidepresivos en
algunos estudios, y que a su vez participan en los procesos de memoria y aprendizaje.
Concretamente refieren la importancia de estas interacciones a nivel hipocampal, y en
las proyecciones colinérgicas y serotonérgicas a talamo y corteza. En cuanto al tipo de
tarea estudiada, en las tareas de memoria de trabajo (en las que el animal debe recordar
informacion sélo durante el tiempo que dura un ensayo) se observan mejor estas

interacciones que en otros tipos de memoria.

Pero no soélo el hipocampo es importante en el proceso de aprendizaje de evitacion
inhibitoria. También lo son las estructuras subcorticales. El tdlamo es una estructura
formada por varios nucleos subcorticales que forma parte del diencéfalo. Recibe inputs
tanto de la amigdala como del hipocampo. Entre sus nucleos tiene especial relevancia el
nucleo geniculado medial, cuya lesion deteriora el aprendizaje de la respuesta

emocional condicionada a estimulos auditivos (de hecho, la mayoria de la informacion
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sensorial pasa por el tdlamo) (Meunier y cols., 1993). Su estudio mostré que estan
dafiados los nucleos mediodorsales del tdlamo y, en algunos casos, los cuerpos
mamilares (Pinel, 2001), complejo de nucleos subcorticales cuya lesion deteriora el
aprendizaje de la respuesta condicionada a estimulos auditivos. Segin Squire y cols.,
(1993) el tdlamo medial y el lobulo temporal medial (de quien recibe proyecciones)
juegan un importante papel en el aprendizaje y la memoria. También se ha observado
que el tdlamo anterior y los cuerpos mamilares desarrollan un papel en el aprendizaje de
condicionamiento al miedo mediante descargas eléctricas en ratas (Conejo y cols.,
2007). Una lesion en el tdlamo medial tiene repercusiones en la memoria explicita,
aunque los lobulos temporales mediales estén intactos (Gabrieli y cols, 1998). El talamo
junto con otras estructuras, se activa ante tareas que requieren el recuerdo de

informacion episodica (Wiggs y cols., 1999).

Las funciones cognitivas de un organismo provienen de interacciones entre varios
sistemas de neurotransmision en diferentes estructuras cerebrales como hipocampo o
corteza, pero también de influencias sobre la memoria de otras funciones cerebrales
diferentes de las nombradas habitualmente (agudeza sensorial, arousal, atencion...)
(Cassel y Jeltsch, 1995), asi como de estructuras no consideradas como esenciales para
dichas funciones. Recientemente se ha observado que la estimulacion mediante
electrodos del fornix e hipotdlamo producen un aumento de la memoria. Este resultado
fue inesperado, ya que el descubrimiento ocurri6 tras una operacion cuyo objetivo era

reducir el apetito de un paciente con obesidad (Hamani y cols., 2008).

Los procesos de aprendizaje y los efectos de los antidepresivos quizds compartan
mecanismos de accion, a través de cambios en la plasticidad sinaptica. Es arriesgada la
atribucion a un determinado mecanismo de accion de los efectos observados debido a
las complicadas interacciones existentes entre ambos (Meneses y Hong, 1995) por lo
que es necesaria la realizacion de nuevos experimentos para llegar a resultados

concluyentes.

Los resultados obtenidos en la presente tesis apoyan la hipotesis de que el sistema de
neurotransmision histaminérgico no estd implicado en el deterioro sobre el aprendizaje
producido por la amitriptilina, mientras si podria estarlo el serotonérgico. Esto podria

tener una serie de implicaciones para la clinica en humanos. Apoyarian la hipdtesis de
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que los efectos deteriorantes sobre la memoria de los antidepresivos en seres humanos
no son efectos secundarios, sino probablemente efectos terapéuticos. El efecto de la
amitriptilina sobre el sistema serotonérgico (el mismo implicado en la mejora clinica de
los pacientes con depresion tratados con antidepresivos) puede ser en parte responsable
del deterioro del aprendizaje. En la literatura se encuentran referencias a un mismo
mecanismo subyacente a los efectos terapéuticos de los psicofdirmacos: deterioro de la
memoria (Parra, 2003). De hecho, los procesos de aprendizaje y los antidepresivos
quizas compartan mecanismos de accion, a través de cambios en la plasticidad sinaptica
(Castrén y cols, 2005). Se ha observado que hay un aumento de la actividad del
citocromo c oxidasa (C.O., indicador de metabolismo neuronal) en varias regiones del
sistema limbico de ratones tras la tarea de evitacion inhibitoria y que el metabolismo en
esta zona disminuy6 (a la vez que no se produjo aprendizaje) tras la administracion

aguda de 20 mg/kg amitriptilina (Gonzalez-Pardo y cols., 2008).

La consideracion de las interacciones entre los sistemas serotonérgico-colinérgico en

humanos es importante por varias razones (Steckler y Sahgal, 1995):

- La existencia de trastornos psiquidtricos como demencias, Alzheimer o la
enfermedad de Parkinson, que cursan con cambios en ambos sistemas. Es
importante tenerlo en cuenta para la aplicacién de estrategias de tratamiento

efectivas.

- Hay farmacos que son utilizados por su accion sobre uno de los dos mecanismos
de accion, pero que en realidad afectan a ambos. Nos podriamos encontrar con un
farmaco que, mediante la combinacién de disminucidn colinérgica y aumento de

la actividad serotonérgica aumente el deterioro cognitivo.

Como reflexion final me gustaria plantear un acercamiento a las implicaciones que
estos resultados podrian conllevar en el estudio de la administracion de antidepresivos a
seres humanos. En primer lugar se podria utilizar este modelo de aprendizaje animal
(evitacion inhibitoria), pero siendo la administraciéon de los tratamientos de forma
crénica para una mayor similitud con la administracion en humanos. Si se replicaran
estos resultados en experimentos con administracion cronica, se apoyaria la hipdtesis de
que los efectos deteriorantes sobre la memoria de los antidepresivos no son efectos

secundarios, sino probablemente efectos terapéuticos. Otra posibilidad es estudiar los
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procesos de aprendizaje y memoria en seres humanos, tanto en sujetos diagnosticados
con trastorno depresivo que se encuentren bajo tratamiento farmacoldgico como sujetos
sanos. De esta manera se podrian detectar posibles deficiencias cognitivas (deterioro de
la memoria, dificultades en las situaciones cotidianas, laborales o sociales) producidas
por farmacos que inciden en el sistema serotonérgico (que a su vez interactiia con el
colinérgico), y que, aun siendo terapéuticas, en caso de existir deberian ser conocidas y

controladas, posibilitando una mas adecuada evaluacion de riesgos/beneficios.
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La amitriptilina (30 mg/kg) no tuvo efecto sobre el aprendizaje de evitacion

inhibitoria si se administra postadquisicion (Experimentos 1y 2).

La amitriptilina administrada 30 min antes de la adquisicion si tiene un efecto
deteriorante en el aprendizaje de la prueba de evitacion inhibitoria en las dosis

de 5, 10 y 30 mg/kg (Experimentos 2, 3,5, 8 y 9).

No se observa deterioro del aprendizaje con la dosis baja de amitriptilina (2.5
mg/kg) en cuatro grupos de seis que recibieron su administracion, ya que los

ratones mostraban latencias similares al control (Experimentos 5, 8 y 9).

Los ratones que reciben shock de 0.4 mA realizan mejor aprendizaje que los que
reciben 0.2 mA, observandose una mayor retencidon en sucesivos registros de la

latencia de cruce (Experimento 1).

En el laberinto en cruz elevado se observd deterioro motor producido por 30

mg/kg de amitriptilina (Experimento 2).

En el laberinto en cruz elevado no se observaron efectos de la amitriptilina (30

mg/kg) sobre la ansiedad (Experimento 2).

Las hembras aprendieron mejor que los machos la evitacion inhibitoria en los

Experimentos 4, 5, 7 y 8, sin encontrarse diferencias en los demas experimentos.

La administracion del precursor de la histamina L-histidina no produce
alteraciones en el aprendizaje de esta tarea con ninguna de las dosis
administradas (250, 500 y 1000 mg/kg) en ratones (Experimentos 3, 4 y 5).

Todos los grupos realizaron aprendizaje de la tarea.

La administracion de L-histidina no revierte el deterioro producido por la

amitriptilina en la evitacion inhibitoria (Experimento 5).
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10- La administracion del antagonista de H; pirilamina (5 y 20 mg/kg) no produce

efectos en la actividad locomotora de los ratones (Experimento 6).

11-La pirilamina por si misma no produce alteraciones en el aprendizaje de esta
tarea con ninguna de las dosis administradas (5, 10 y 20 mg/kg) en ratones
(Experimentos 7 y 8). Todos los grupos realizaron un buen aprendizaje de la

tarea.

12- La administracion de pirilamina (20 mg/kg) no aumenta el efecto deteriorante de

la amitriptilina (Experimento 8).

13- Al administrar una dosis de fluoxetina (15 mg/kg) que por si misma no produce
deterioro junto con una dosis no deteriorante de amitriptilina (2.5 mg/kg), si

encontramos un deterioro del aprendizaje (Experimento 9).
14- De todo ello podemos concluir:

a) que el sistema histaminérgico no parece estar implicado en el deterioro
del aprendizaje de evitacion inhibitoria producido en ratones machos y

hembras por la administracion pre-adquisicion de amitriptilina.

b) probablemente si esté implicado el sistema serotonérgico, aunque es
necesaria la realizacion de una mayor investigacion para llegar a tal

afirmacion.
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