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El espiritu tan materialista que existe hoy en dia, con su indiferencia hacia los
sentimientos y las emociones, hace que la gente no esté dispuesta a permitir y a tolerar
los trastornos del estado de animo; siendo unas de las enfermedades que ha ido
aumentando en la actualidad, y siendo los antidepresivos inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina han sido los psicofarmacos mas consumidos en los Ultimos
afos (Servicio Nacional de Salud, 2005). Ademas, los datos epidemioldgicos indican
que a lo largo de la vida el 5-12% de hombres y el 10-25% de mujeres, acaban

padeciendo el llamado “trastorno depresivo mayor” (A.P.A., 2005).

Parece ser que existe una estrecha relacion entre depresion y alteraciones de la
memoria (Adler y cols., 2004; Allain y cols., 1995; Burt y cols., 1995; Clark y cols.,
2005; Danion y cols., 1991; Riedel y van Praag, 1995), y si unimos a este hecho, el de
los efectos secundarios que los antidepresivos pueden tener sobre la cognicion (Amado-
Boccara y cols., 1995; Fudge y cols., 1990; Mirow, 1991; Riedel y Van Praag, 1995);
entenderemos porqué existe necesidad de estudiar, con mayor profundidad, la influencia
de estas sustancias en los procesos de aprendizaje y memoria en sujetos experimentales
(Amado-Boccara y cols., 1995). Es decir, los efectos que pueden tener los diferentes
psicofarmacos, en la anatomia de la memoria y también en los sistemas de
neurotransmision cerebrales (Barros y cols., 2002a; Bonini y cols., 2003; Both y cols.,
2005; Egashira y cols., 2003; Ferreira y cols., 2003; Gold, 2003; Izquierdo y McGaugh,
2000; Lalumiere y cols., 2005; Li y cols., 2001; Metha y cols., 2005; Rossato y cols.,
2004; Schneider y cols., 2003; Schroeder y Packard, 2004; Shim y cols., 2003; Williams
y cols., 2004), destacando entre ellos el sistema colinérgico (Barros y cols., 2002;
Hasselmo, 1999; Power y cols., 2003a; Power y McGaugh, 2002). La idea de Deutsch
(1971) sobre el papel que juega el sistema colinérgico en el almacenamiento y retencion
de informacién durante un nuevo aprendizaje, ha sido cada vez més aceptada. Asi, la

hipotesis colinérgica formulada por Bartus y cols. (1982), establecié que la funcién
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colinérgica del Sistema Nervioso Central, contribuye significativamente en los sintomas
cognitivos asociados al envejecimiento y a la enfermedad de Alzheimer (Bartus, 2000).
Es decir, este sistema de neurotransmision juega un papel crucial en los procesos de
aprendizaje y memoria (Singh y Parle, 2003). Por todo ello, la influencia de los
farmacos que actiian sobre el sistema colinérgico es importante, ya que es un sistema
que tiene componentes esenciales del circuito neural del aprendizaje y la memoria
(Williams y Messer, 2004). Basandonos en lo mencionado, la presente tesis doctoral
tiene como objetivo investigar la intervencion del sistema colinérgico en el efecto
producido por la administracion aguda de amitriptilina en una tarea de evitacion

inhibitoria en ratones machos y hembras.

La eleccion de este farmaco, la amitriptilina, se ha hecho centrandonos en el
marco de los experimentos que se realizan en el grupo de investigacion en el que se ha
elaborado el presente trabajo. En dicho grupo se viene investigando, en los ultimos
afos, los efectos de los antidepresivos sobre la memoria en ratones. Asi, hemos
estudiado los efectos agudos y cronicos de tres antidepresivos (amitriptilina, maprotilina
y fluoxetina) en evitacion inhibitoria en ratones de ambos sexos. La administracion
aguda de amitriptilina inmediatamente después del entrenamiento, deterioro la evitacion
inhibitoria en todas las dosis utilizadas (7.5, 15 y 30 mg/kg) en machos, y con la dosis
mas baja y alta en hembras (Parra y cols., 2002). La administracion crénica durante 21
dias de amitriptilina (30 mg/kg) anterior al test (con la Gltima inyeccion administrada 24
horas antes del entrenamiento), produjo un claro déficit en machos, pero solamente un
deterioro leve en hembras (Everss y cols., 2005). Cuando la amitriptilina se administro
una vez consolidada la memoria, se observd que no tuvo influencia sobre la
recuperacion (Parra y cols., 2006). En el caso de la maprotilina, cuando es administrada
en sujetos machos antes de la adquisicion, no afectd a las latencias de cruce durante

dicha sesion de adquisicion con las dosis de 5, 10 y 20 mg/kg; y su conducta fue
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deteriorada en la fase de test, ya que las latencias se redujeron con las dosis de 5 y 20
mg/kg. Cuando la maprotilina fue administrada después de la adquisicion las latencias
no fueron alteradas por ninguna de las dosis empleadas (Parra y cols., 2000). En otro
estudio en el que se administraron de manera aguda seis dosis de maprotilina, que
oscilaban entre 2.5 y 25 mg/kg en machos y hembras, se observd un deterioro de
evitacion inhibitoria en ambos sexos, siendo mdas pronunciado este efecto en machos
(Vinader-Caerols y cols., 2006). Respecto a la fluoxetina, los datos obtenidos hasta
ahora en administracion aguda después de la adquisicion, nos indican que no deteriora
la memoria; mientras que la administracion cronica produce un déficit significativo
solamente en machos (Monledn y cols., 2001, 2002). Un estudio llevado a cabo para
explorar la posible existencia de aprendizaje dependiente de estado (Overton, 1974), nos
permite sostener que la administracion aguda de amitriptilina produce déficit de
memorizacion, que la maprotilina produce conjuntamente déficit de memorizacion y la
facilitacion de la ejecucion, mientras que la fluoxetina no produce deterioro en el
aprendizaje de evitacion inhibitoria (Arenas y cols., 2006). Es relevante decir que
nuestros estudios son los tnicos en la Psicofarmacologia de la memoria en animales que
han empleado sujetos machos y hembras. Consideramos que hay razones importantes
para evaluar el impacto de los antidepresivos en ambos sexos, ya que existen diferencias
de sexo: (1) en la epidemiologia de la depresion, teniendo mayor incidencia en mujeres
que en hombres (A.P.A., 2005; Kornstein, 1997); (2) en la eficacia de algunos
antidepresivos como la maprotilina y la fluoxetina (Martényi y cols., 2001); y
finalmente, (3) en farmacocinética y farmacodindmica entre hombres y mujeres,

incluyendo los antidepresivos (Frackiewicz y cols., 2000; Gandhi y cols., 2004).

Para la realizacion de esta investigacion hemos empleado el condicionamiento
de evitacion inhibitoria. Se ha elegido este procedimiento sencillo y efectivo, porque es

una de las pruebas utilizadas con mas frecuencia por la comunidad cientifica para el
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estudio de la intervencion farmacoldgica en los procesos de aprendizaje y memoria
(Barros y cols., 2005; Bammer, 1982; Bonini, 2005; Clayton y Williams, 2000; Da-
Cunha y cols., 1999; Everss y cols., 2005; Farkas y Crowe, 2000; Ferreira y cols., 2003;
Flood y Cherkin, 1987; Hozumi y cols., 2003; Introini-Collison y cols., 1992; Lalumiere
y cols., 2004; Lee y cols., 1992; Kumar y Kulkarni, 1996; Monleén y cols., 2002;
Paratcha y cols., 2000; Parra y cols., 2006; Shim y cols., 2003; Souza y cols., 2004;
Takeuchi y cols., 1997; Winocur y Hasher, 1999). Este procedimiento
fundamentalmente consiste en que el animal inhiba una conducta particular,
generalmente innata (respuesta incondicionada), al ver una luz u oir un sonido (estimulo
condicionado), para evitar un acontecimiento nocivo, que habitualmente es una descarga

eléctrica (estimulo incondicionado).

En nuestro estudio se han empleado ratones machos y hembras, aunque en la
mayor parte de los estudios realizados en investigacion animal, se utilizan solo sujetos
machos (Boccia y cols., 2005; Bonini y cols., 2005; Lalumiere, y cols., 2004; Martos y
cols., 1999; Sansone y cols., 1999: Uhr y cols., 2000). Las principales razones de incluir
ambos sexos son las mencionadas anteriormente, y también de aumentar el grado de
representatividad de nuestras preparaciones de laboratorio: la naturaleza incluye a

machos y hembras.

En los parrafos siguientes se presenta el contenido de los demas capitulos de esta

tesis doctoral.

En los primeros apartados que se exponen a continuacion, se realiza un resumen
sobre los tipos de depresion, sus bases biologicas, tratamientos, diferencias de sexo y
como actiian en la memoria (apartado 2). Se explican los principales antidepresivos,

con sus caracteristicas mas relevantes, con sus efectos terapéuticos y secundarios,
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mecanismos de accion; estudiando con mas detalle el farmaco que hemos utilizado, la
amitriptilina, y como influye en los procesos cognitivos (apartado 3). También se
recogen los principales tipos y fases de la memoria, junto con las bases anatdémicas y
sistemas de neurotransmision implicados en la memoria (apartado 4). Se explica de
forma general, los procedimientos empleados en la evitacion inhibitoria, como actiia en
los procesos cognitivos y cudl es la neuroanatomia de la memoria en este tipo de tarea
(apartado 5). Ademads, se plantean los objetivos e hipotesis del presente estudio
(apartado 6). A continuacion, se presentan los resultados obtenidos para evaluar el
impacto de la amitriptilina sobre el sistema colinérgico, recogiendo la contribucién

experimental de esta tesis doctoral (apartados 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 y 14).

En el Experimento 1 se estudi6 el efecto agudo de amitriptilina
postentrenamiento en la evitacion inhibitoria con dos intensidades de descarga eléctrica
en ratones machos y hembras (apartado 7), viendo cual ha sido su actuacion en la
consolidacién de la memoria. Ademads, en el Experimento 2 se analiz6 el efecto agudo
de amitriptilina pre y postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos
(apartado 8), completando asi los resultados obtenidos en el experimento anterior sobre
la consolidacién y una primera aproximacion para evaluar como ha actuado sobre la
adquisicion en dicho proceso de aprendizaje y memoria. Para pulir resultados, en el
Experimento 3 se observd el efecto agudo de wvarias dosis de amitriptilina
preentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras (apartado 9);
donde su efecto deteriorante sobre la adquisicion se ha ratificado al observar el alcance

de las diversas dosis utilizadas.

Cuando los resultados obtenidos con la amitriptilina, son mas concluyentes
indicandonos déficit de memoria, es relevante en el siguiente experimento presentar un

farmaco que tiene una accion sobre el sistema colinérgico opuesta a la de la amitriptilina
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con una posible actuacion favorecedora en los procesos de aprendizaje. Por lo que, en el
Experimento 4 se analizd6 el efecto agudo de varias dosis de oxotremorina
postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras (apartado
10). Al encontrar que existia cierto beneficio o tendencia a mejorar la memoria cuando
hablamos de dicha sustancia, en el Experimento 5 se estudi6 el efecto agudo de varias
dosis de amitriptilina (5, 10 y 15 mg/kg) preentrenamiento y oxotremorina (0.05 mg/kg)
postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras (apartado
11); para ver si este agonista colinérgico contrarrestaba el déficit que ocasiona el
antidepresivo. Uniendo estos resultados a los del siguiente experimento, decidimos
ampliar la dosis; por ello, en el Experimento 6 se analiz6 el efecto agudo de varias dosis
de amitriptilina (5, 7.5 y 10 mg/kg) preentrenamiento y oxotremorina (0.1 mg/kg)
postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras (apartado

12).

Con la utilizacion de otras dosis de ambos fairmacos, hemos esperado obtener
resultados estadisticamente significativos de recuperacion; sin embargo, no ha sido con
lo que nos hemos encontrado. Por lo que, en los siguientes experimentos de la presente
tesis, ha sido adecuado introducir otro firmaco agonista colinérgico que frecuentemente
contrarresta el deterioro de memoria producido por diversas manipulaciones
experimentales (o agentes farmacoldgicos). Para ello, en el Experimento 7 se evalud el
efecto agudo de amitriptilina preentrenamiento y fisostigmina postentrenamiento en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras (apartado 13). Al ser estos resultados
mas satisfactorios, en el ultimo experimento hemos ampliado la cantidad de dosis
utilizadas de fisostigmina, y asi hemos corroborado su efecto de contrarrestar el
deterioro que ha provocado el antidepresivo. En el Experimento 8 se analiz6 el efecto

agudo de amitriptilina preentrenamiento y varias dosis de fisostigmina
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postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras (apartado

14).

Por ultimo y para finalizar, los apartados 15, 16 y 17 estan dedicados a la
discusion general, conclusiones y referencias bibliograficas consultadas para la

elaboracion de dicha tesis doctoral, respectivamente.
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2.1. INTRODUCCION

La depresion es una emocidon universalmente experimentada por practicamente
todas las personas en alglin momento de su vida. Distinguir entre la emociéon “normal”
de depresion y una enfermedad que requiere tratamiento médico es, a menudo,
problematico para aquellos que no estan formados en las ciencias de la salud mental
(Stahl, 2002). Las bajadas de animo pasajeras que todo el mundo experimenta no
merecen una categoria diagndstica, y es probable que jueguen algin papel adaptativo en
nuestra interaccion con el ambiente o en la regulacion del medio interno (Parra, 1997).
Incluso para la depresion, entendida como estado patologico, se ha sugerido un papel

adaptativo (Nesse, 2000).

La depresion clinica posee diversos sintomas. Junto a las ideas suicidas, algunas
personas experimentan un sentimiento de culpabilidad o de inutilidad. A menudo la
mente se torna en blanco, con dificultad para pensar o recordar, perdiendo interés por lo
que se hace. Amén de una sensacion de ansiedad o de falta de energia vital
caracteristicas, cuesta comer o dormir, cuando no se cae en el extremo opuesto de

comida y descanso excesivos (Nemeroff, 1998).

Estudios epidemioldgicos de paises occidentales afirman que la depresion es el
trastorno mental mas comun entre los humanos (Lehtinen y Joukkamaa, 1994).
Aproximadamente, un 4% de hombres y un 8% de mujeres padecen dicha patologia; tan
solo un tercio de éstos recurren a un tratamiento especifico (Vallejo, 1994). Si nos
centramos exclusivamente en datos espafioles el 20% de las personas que reciben
atencion primaria padecen algun trastorno depresivo; en éstas, el 5% sufren depresion
mayor, el 5% muestran episodios depresivos leves, y el 10% restante presentan

sintomas depresivos de distinta naturaleza; ademas este trastorno se ha diagnosticado
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por debajo de su prevalencia real y en muchas ocasiones se ha infratratado (Alonso y
cols., 1997). También, es importante decir que, dicho trastorno depresivo a veces se
puede dar o puede estar relacionado con diversos trastornos psicologicos o fisicos, como
son: ansiedad, anorexia nerviosa, trastorno obsesivo-compulsivo, problemas reumaticos,
sindrome de fatiga cronica, cancer, esclerosis multiple, etc. (Farabaugh y cols., 2005;
Galeazzi y cols., 2005; Holtkamp y cols., 2005; Matsushita y cols., 2005; Vaeroy y
cols., 2005).

2.2. DEFINICION Y CLASIFICACION DE LA DEPRESION

La Asociacion de Psiquiatria Americana (A. P. A.) considera que una persona
tiene el sindrome de depresion clinica o episodio depresivo mayor si muestra, por lo
menos, cinco de los sintomas que aparecen en el Cuadro 2.a., de forma ininterrumpida a
lo largo de un periodo de dos semanas. Los sintomas deben causar un pesar profundo o
una alteracion significativa de la actividad diaria (social, laboral, etc.), sin que guarden
relacion con la medicacion, consumo de drogas, una enfermedad (patologias del

tiroides) o la pérdida de un ser querido.

e Animo deprimido la mayor parte del dia.

e Notable disminucion del interés o gusto en todas o en la mayoria de las
actividades diarias.

e Aumento o disminucion desproporcionada del apetito.

¢ [nsomnio o suefio excesivo.

e Agitacion (evidente por el modo de frotarse las manos) o lentitud en los
movimientos.

¢ Cansancio inexplicable o pérdida de energia.

¢ Sentimientos de inutilidad o de culpabilidad.

e Indecision o capacidad disminuida para pensar o concentrarse.

¢ Pensamientos recurrentes de muerte o de suicidio.

Cuadro 2.a. Criterios para definir el episodio depresivo mayor. Adaptado de A.P.A. (2005).
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Se utilizan criterios diagnosticos aceptados y estandarizados de los trastornos del
estado de animo, tales criterios estan en constante evolucidn, estableciéndose las
nosologias actuales a partir del DSM-IV (Diagnostic and Statistical manual of Mental
Disorders) en Estados Unidos y del ICD-10 (International Classification of Diseases)

en otros paises.

La clasificacion de los trastornos del estado de animo proporcionadas en el

DSM-1V se puede ver en el Cuadro 2.b.

e Trastornos depresivos:

- Trastorno depresivo mayor.

- Trastorno distimico.

- Trastorno depresivo no especificado.

¢ Trastornos bipolares:

- Trastorno bipolar I.

- Trastorno bipolar II.

- Trastorno ciclotimico.

- Trastorno bipolar no especificado.

e Otros trastornos del estado de animo:

- Trastorno del estado de animo debido a ... (indicar enfermedad médica).
- Trastorno del estado de &nimo inducido por sustancias.
- Trastorno del estado de 4nimo no especificado.

Cuadro 2.b. Clasificacién de los Trastornos del Estado de Animo segtin el DSM-IV (A.P.A., 2005).

Cada vez la edad de inicio es mas precoz, pero es entre los 20 y los 40 afios
cuando es mas probable padecer depresion que de no tratarse, puede conducir al suicidio
(Stahl, 2002). Sin embargo, este trastorno también se da en nifios y adolescentes, en una
proporcion considerable, con sintomatologia parecida a la descrita en los adultos y de

similares consecuencias (Son y Kirchner, 2000). En estudios de diferentes culturas, la
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depresion presenta rasgos comunes y una prevalencia similar, lo cual demuestra que es

algo universal (Al-Windi, 2005; Doris y cols, 1999; Niklson y Reimitz, 2001).

Segin Stahl (2002) hasta épocas recientes se sabia muy poco sobre las
repercusiones que ocasionaba la ausencia de tratamiento de la depresion. Ahora se cree
que la mayoria de los episodios de depresion no tratados duran de 6 a 24 meses (Figura
2.1.). Quiza solo en un 5 0 10 % de los casos no tratados los episodios se prolongan mas
de 2 afios. Se emplean tres términos para describir la mejora de un paciente después del
tratamiento con un antidepresivo: respuesta, remision y recuperacion. Generalmente el
término “respuesta” significa que el paciente deprimido ha experimentado al menos un
50% de reduccion en los sintomas evaluados mediante una escala psiquiatrica estandar
como la escala de depresion de Hamilton (Figura 2.2.). Esto generalmente se
corresponde con una puntuacion clinica global que indica que el paciente ha mejorado
mucho. El término “remision”, se utiliza cuando practicamente todos los sintomas han
desaparecido, y no solo el 50% de ellos (Figura 2.3.). El paciente no solo estd mejor,
sino realmente bien. Si esto dura de 6 a 12 meses, se considera que la remision es ya

“recuperacion” (Figura 2.3.).

También se utilizan dos términos mas para describir el empeoramiento en un
paciente con depresion: recaida y recurrencia (recidiva). Si un paciente empeora antes
de que se dé una remision completa, o antes de que la remision se haya convertido en
recuperacion, se habla de “recaida” (Figura 2.4.). Sin embargo, si un paciente empeora
unos meses después de la recuperacion completa, se habla de “recurrencia” (Stahl,
2002). Lo que es evidente es que la depresion es una patologia cronica (Montgomery y
cols., 2001) que requiere un tratamiento continuado de psicoterapia y farmacoterapia

para su control (Dunner, 2001; Pelkonen y Marttunen, 2005).
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EPISODIO DEPRESIVO
RECUPERACION O REMISION
ESTADO
DE ANIMO
NORMAL
DEPRESION
Tiempo ——p ¢ >
6 a 24 meses

Figura 2.1. La depresion es episddica, con episodios no tratados que duran habitualmente entre 6 y 24
meses, seguidos de recuperacion o de remision. Adaptado de Stahl, 2002.

ESTADO
) 211 0. 3
NORMAL
RESPUESTA
RESPUESTA
50%
DEPRESION

Figura 2.2. Cuando el tratamiento de la depresion da como resultado al menos un 50% de mejora en los
sintomas, se denomina respuesta. Estos pacientes estdn mejor, pero no bien. Adaptado de Stahl, 2002.
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REMISION RECUPERACION
ESTADO 100%
DE ANIMO

NORMAL

.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
.
o

DEPRESION

ecccocpecccccccccccccccccccccchoccccccce

“boeeceopoecccccccccccccce

IXTRRRR RRR Y

Aguda Continuacion Mantenimiento
6-12 4-9 semanas 1 afio o mas
semana >
TIEMPO

Figura 2.3. Cuando el tratamiento de la depresion da como resultado la desaparicion de practicamente
todos los sintomas, se denomina remision durante los primeros meses, y luego recuperacion si se
mantiene durante mas de 6 a 12 meses. Estos pacientes no se limitan a estar mejor: estan bien. Adaptado
de Stahl, 2002.

RECAIDA RECURRENCIA

&

ESTADO
DE ANIMO
NORMAL
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DEPRESION
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.

: Aguda Continuacion Mantenimiento

. 6-12 4-9 semanas 1 afio 0 mas

* semanas ¢ - >
TIEMPO

Figura 2.4. Cuando la depresion vuelve antes de que se dé una remision completa de los sintomas o
dentro de los primeros meses posteriores a la remision de los sintomas, se denomina recaida. Cuando la
depresion vuelve después de que el paciente se haya recuperado, se denomina recurrencia Adaptado de
Stahl, 2002.
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2.3. BASES BIOLOGICAS DE LA DEPRESION

Parece ser que existe riesgo de desorden neurologico en la depresion (Kanner,
2005). La teoria bioquimica sobre los trastornos del estado de &nimo maés aceptada es la
teoria aminica de la depresion (Roth, 1993), que une la teoria catecolaminérgica, la cual
sostiene que la depresion se produce como consecuencia del déficit de catecolaminas
(adrenalina y noradrenalina), y la teoria de las indolaminas, que defiende el déficit de
serotonina (5-HT) como responsable de la depresion. Posteriormente, més que un déficit
de noradrenalina (NA), se defendi6 una deficiente regulacion de la misma atendiendo a
la regulacion a la baja producida por la mayoria de los antidepresivos en los receptores
B-adrenérgicos (Sulser y cols., 1978). Por lo tanto, la depresion provoca cambios en el

sistema de neurotransmision monoaminérgico (Xu y cols., 2005).

De todos modos, existen pruebas que verifican el déficit de dichos

neurotransmisores como una de las causas posibles de la depresion:

1. La accion antidepresiva eficaz de los inhibidores de la recaptacion de
monoaminas (como los triciclicos) y la de los IMAOs, junto a la accién de la
reserpina que provoca un brusco descenso en el nivel de monoaminas, refuerza
la teoria catecolaminérgica de la depresion, asi como el hecho de que los
antidepresivos no actian sobre un Unico sistema monoaminérgico (Miller y

cols., 1996).

2. La efectividad de los inhibidores especificos de la recaptacion de 5-HT como
farmacos antidepresivos (Charney y cols.,, 1981), asi como los hallazgos
obtenidos con estudios de neuroimagen que apoyan el dafio en la transmision
serotoninérgica (Mann y cols., 1996). También algunas investigaciones permiten

demostrar la importancia de la 5-HT (Graeff y cols., 1996; Maes y Meltzer,
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1995) y de la NA (Schatzberg y Schilkraut, 1995) en la depresion (Blier y cols.,
2001; Delgado y Moreno, 2000; Drevets, 2000; Naughton y cols., 2000; Ressler
y Nemoroff, 1999, 2000; Racagni, 2001). El Illamado “sindrome
serotoninérgico” (Sternbach, 1991), que se presenta como resultado de combinar
un inhibidor selectivo de la recaptacion de 5-HT con otro farmaco que también
posea esta accion como el litio o un IMAO, podria representar para algunos el
correlato fisico y objetivo del incremento de 5-HT inducido por los
antidepresivos administrados en un tratamiento, aunque son necesarias mas

investigaciones (Lejoyeux y cols., 1995).

3. La interrelacion entre ambos sistemas estd mas que demostrada en la
patofisiologia de la depresion y asi, por ejemplo, para que se produzca la
regulacion a la baja de los receptores B-adrenérgicos, las vias serotoninérgicas
deben estar intactas (Brunello y cols., 1982). Sin embargo, se debe tener en
cuenta, que el bloqueo monoaminérgico no explica toda la teoria y que en
realidad no estd claro que sea el bloqueo de dicha recaptacion la base de la
mejoria clinica observada. También preocupa extraordinariamente el largo
intervalo que se requiere para observar efectos a nivel clinico con cualquiera de
los grupos de antidepresivos que se utilicen, para algunos entre 1-3 semanas tras
el tratamiento (Roth, 1993), para otros entre 4-6 semanas (Escande y cols.,
1995). La paradoja consiste en que, mientras la inhibicion de la recaptacion se
produce inmediatamente, en la clinica humana la demora de los efectos es

cuestion de semanas (Allain y cols., 1995).

Ademas de las hipotesis que implican a los neurotransmisores ya mencionados,
se investigan otras, como la hipdtesis dopaminérgica de la depresion. Se considera que

en algunos tipos de depresiones ciertos metabolitos de la dopamina (DA), como el acido
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homovanilico y el acido dihidroxifenilacético, estdn disminuidos (Ballus y Gasto, 1992;
Syvalahti, 1994). Posteriores estudios relacionaron también DA y depresion (Elbert y
cols., 1996; Kapur y Mann, 1992; Willner, 1983, 1995), ya que hay un deterioro de la
DA cuando esta presente dicha enfermedad (Park y cols., 2005) y; de hecho, algunos de
los nuevos antidepresivos actuan inhibiendo la recaptacion de DA, como el bupropion y
la nomifensina. El mayor apoyo para la relacion de la DA con los trastornos del estado
de animo se encuentra en la evidencia de que la transmisiéon de DA mejora tras el
tratamiento cronico con antidepresivos (Willner, 1995). También se ha postulado que su
accion estaria mediatizada por la actuacion de los terminales serotoninérgicos y

noradrenérgicos (Tassin, 1994).

La hipotesis colinérgica en la década de los 70, relaciona la depresion con un
desajuste entre el equilibrio colinérgico y el adrenérgico que produciria un aumento de
acetilcolina (ACh) (Janowsky y Overstreet, 1995); y hoy en dia, también se sigue
pensando que la depresion aumenta la cantidad de acetilcolina en nuestro cerebro
(Pivovarov y cols., 2005). De hecho, los antagonistas muscarinicos tienen propiedades
antidepresivas, mientras que los agonistas producirian sintomas depresivos (Dilsaver y

Coffman, 1989).

Otros autores postulan la participacion del dcido gamma-amino butirico (GABA)
en la depresion (Bajbouj y cols., 2006b; Sanacora y cols., 2006), por la influencia de
determinados receptores GABA en la liberacion de NA y por las propiedades
antidepresivas de algunos agonistas GABAérgicos, como las benzodiacepinas, etc.
(Petty y cols., 1995). Es decir, disminuyen estos neurotransmisores cuando se desarrolla

dicha enfermedad (Bajbouj y cols., 2006b).
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Algunos autores relacionan la depresion y el eje hipotadlamo-pituitario-adrenal
(HPA) (Kunugi y cols., 2006; Nikisch y cols., 2005), cuyo desorden incrementaria la
secrecion del factor liberador de corticotropina (FLC), lo que a su vez estimularia a la
hormona adrenocorticotropa que conllevaria a la liberacion de cortisol (Bateman y cols.,
1989; Brown y cols., 1999; Checkley, 1996). De hecho, los sintomas depresivos y los
ocasionados por la disfuncion de este eje en los seres humanos, remiten con
antidepresivos (Pariante, 2004; Holsboer, 1999), normalizando su actividad (Nikisch y
cols., 2005) y en pacientes con depresion cronica (O’Keane y cols., 2005). Hay muchos
estudios que relacionan el FLC y el sistema inmunitario con la depresion y el estrés

crénico (Leonard y Song, 1996).

Los estudios de neuroimagen y de electrofisiologia, junto con las investigaciones
clinicas de lesiones cerebrales, detallan las areas cerebrales que se encuentran afectadas
en el cerebro de las personas deprimidas (Doris y cols., 1999) y con técnicas especiales
y sofisticados modelos animales, también la expresion de genes que estan asociados con
rasgos particulares de los antidepresivos y de los cambios adaptativos en el cerebro
(Yamada e Higuchi, 2002). Drevets (2000, 2001) defiende que las anormalidades que se
dan en los trastornos del estado de animo implican, por un lado, al sistema limbico-
talamico-cortical (que incluye la amigdala, el tdlamo medial, la corteza prefrontal
medial y orbital) y, por otro lado, el sistema limbico-cortical-estriado-palido-taldmico
(que implica componentes del circuito anterior junto con partes del estriado y del
palido). Muchos estudios también han corroborado el papel esencial de la corteza
(prefrontal, parietal y anterior) y de la amigdala en la depresion (Davidson y cols., 1999;

Drevets, 2000, 2001; Drevets y cols., 1997; Elliott, 1998; Rajkowska, 2000).

Podemos concluir que en la actualidad, las explicaciones sencillas que sefialan

como responsable de la depresion a una Unica dimension (e.g. la disminucion de
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neurotransmisores) deben ser reconsideradas; por lo que, se sigue investigando la
relacion de la depresion con las actividades moleculares, los segundos mensajeros, el
calcio, los factores de transcripcion y demas cambios celulares, los cambios
hipocampales y de la corteza frontal, la regulacion del eje HPA, etc. (Bajbouj y cols.,
2006a, 2006b; Barros y cols., 2002b; Hindmarch, 2001; Kunugi y cols., 2006; Nikisch y
cols., 2005; O’Keane y cols., 2005; Pariante, 2004; Park y cols., 2005; Pivovarov y
cols., 2005; Wong y Licinio, 2001; Xu y cols., 2005).

2.4. TRATAMIENTO DE LA DEPRESION

En principio, se puede decir que la mayoria de los pacientes con depresion que
acuden a las consultas de atencion primaria pueden ser tratados de forma ambulatoria.
En el inicio del tratamiento, uno de los primeros pasos que se debe llevar a cabo es el
asesoramiento informativo, educativo y comprensivo. La informacién a los pacientes y
su familia sobre las caracteristicas clinicas de la enfermedad y la respuesta al
tratamiento deben abordarse de forma comprensiva y eficiente. Una vez que se ha
instruido al paciente y sus familiares acerca de la enfermedad, el paso siguiente se
centra en la cuestion de si hay que encomendar un tratamiento con farmacos
antidepresivos. Es decir, se puede afirmar que los farmacos antidepresivos son el pilar
fundamental del tratamiento, pero no el tnico, por lo que los principales tratamientos
para la depresion son los medicamentos antidepresivos, la psicoterapia y la combinacion
de estos farmacos y dicha terapia psicologica. En la actualidad, la mayoria de los
expertos coinciden en sefialar que el tratamiento de la depresion se debe realizar
mediante la combinacion del tratamiento farmacolégico y la intervencion
psicoterapéutica (e.g. Glick, 2005; Hollon y cols., 2005). A continuacion, se describen
algunas de las terapias alternativas a los antidepresivos, ya que en el punto siguiente de

esta tesis doctoral se hablara ampliamente sobre estos fArmacos.
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Basandonos en Rehm (1995), podemos decir que los tratamientos de la
depresion se clasifican en cuatro grupos fundamentales: (1) los programas conductuales
dirigidos al aumento de la actividad y a la recepcion de refuerzo, (2) los programas de
entrenamiento en habilidades, (3) la terapia cognitiva de Beck y (4) los programas de

auto-control.

El papel central de los programas conductuales es promover cambios
ambientales, que posibilitan un aumento en la recepcion de estimulos positivos y una
mejora de las habilidades personales para poder acceder a mas estimulos reforzantes.
Estos programas pretenden que el paciente mejore su exposicion a estimulos positivos,

lo que origina una mejora de su estado de animo.

Los programas de entrenamiento en habilidades sociales, constituyen una
parte de los programas conductuales. Lo que pretenden es mejorar las habilidades del
paciente, para obtener mas y mejores estimulos positivos. Para ello, el entrenamiento en
habilidades sociales, en la busqueda del refuerzo social, o la mejora en la puesta en

marcha de las habilidades existentes es fundamental.

La terapia cognitiva es uno de los tratamientos mas ampliamente utilizados. Su
punto fundamental estriba en considerar que la depresion es debida a la distorsion que
de la realidad (de uno mismo, de los demas y del futuro) hace el paciente, debido a la
activacion y puesta en marcha de unos esquemas cognitivos que generan dichas
distorsiones, ademds de otros productos como los pensamientos automaticos. Beck y
Greenberg (1979) distingue tres objetivos generales en el tratamiento del sindrome

depresivo:
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1.

2.

3.

Modificacion de los sintomas objetivos, que consiste en tratar los componentes
cognitivos, afectivos, motivacionales, conductuales y fisiologicos que

conforman el sindrome.

Deteccion y modificacion de los pensamientos automadticos, como productos de

las distorsiones cognitivas.

Identificacion de los supuestos personales y modificacion de los mismos.

En resumen, los objetivos de tratamiento van dirigidos a la modificacion del estado

depresivo, desde los factores mds sintomdticos (interrelaciones entre cogniciones-

afectos-conductuales) a los factores “subyacentes” de tipo cognitivo (distorsiones y

supuestos personales).

Los programas de autocontrol se dividen en tres fases:

La fase de autoobservacion, que trata de ensefiar al paciente la relacion entre el
estado de animo y sus actividades positivas y negativas. Este material es
utilizado para ensefiar al paciente la relacion entre actividades y estado de
animo, e irles introduciendo en las diferencias entre refuerzos inmediatos y a

largo plazo.

La fase de autoevaluacion, se dirige a que la persona aprenda a establecer metas
u objetivos mas acordes con la posibilidad real de alcanzarlos. Ensenarle a decir
con precision las metas, el establecimiento de submetas, asi como la distincion
entre los factores que dependen de su actividad y los que dependen de otros,

constituyen los elementos esenciales.
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3. La fase de autorefuerzo, trata de que los pacientes sean capaces de reforzarse
positivamente por las actividades adecuadas que realizan. Para disponer de
estimulos positivos a usar mediante auto-refuerzo, se elaboran para cada

paciente listas de pensamientos y actividades positivas (Vallejo, 1998).

Se acaban de exponer, de manera muy resumida, las intervenciones
psicoterapéuticas conductuales mas utilizadas; pero ademds, existen otras medidas
terapéuticas que también son efectivas en el tratamiento de la depresion como: (1) la
terapia electroconvulsiva, (2) la fototerapia, (3) la privacion del suefio, (4) el hipérico y

(5) el gjercicio fisico.

En la terapia electroconvulsiva, el paciente es anestesiado y sus musculos
paralizados con una sustancia quimica, la sacudida eléctrica produce una convulsion
semejante a un ataque epiléptico y unas pocas convulsiones pueden aliviar los sintomas
depresivos cuyo mecanismo de accion, aun hoy, es un misterio (Fink, 2001), aunque se
cree que con esta terapia se incrementa el sistema GABAérgico cuando se aplica en
personas deprimidas (Bajbouj y cols., 2006a). Si bien, con la aparicion de los
psicofarmacos su uso disminuy0, mas tarde se recuperd, y hoy en dia sigue evitando los
suicidios de las personas que no mejoran con antidepresivos (e.g. ancianos deprimidos)
(Gareri y cols., 2000). Incluso, es el tratamiento que en mayor medida mejora la calidad
de vida de los pacientes hospitalizados (McCall y cols., 2001). También se puede
emplear para la depresion mayor: es necesaria la administracion posterior de
antidepresivos para evitar recaidas (Sackeim y cols., 2001) y para la depresion posparto
(Clayton, 1998), aunque se es consciente de los problemas de memoria que esta terapia
conlleva (Fink, 2001). En la mayoria de los estudios se ha confirmado que presenta las
mismas propiedades terapéuticas que los antidepresivos, e incluso comparte con ellos

efectos sobre la plasticidad sinaptica hipocampal en ratas (Vaidya y cols., 2000). En la
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actualidad es un tratamiento que ain se considera efectivo para la depresion y para
prevenirla (Dombrovski y cols., 2005; Sanacora y cols., 2006), y que también se aplica

junto con la administracion de farmacos (Aziz y cols, 2005).

El uso de una luz artificial de elevada intensidad parece ser util en el tratamiento
del trastorno afectivo estacional (depresion invernal). La fototerapia es un tratamiento
muy empleado y efectivo para tratar dicho trastorno afectivo estacional (Ciesielczyk y
cols., 2004; Swiecicki y cols., 2005; Wileman y cols., 2001) que se manifiesta por
hipersomnia, hiperfagia y cansancio. La fototerapia se emplea también para tratar la
depresion posparto (Clayton, 1998). Tiene su base en que la luz actia como un
marcador (o zeitgeber) que sincroniza la actividad del reloj bioldgico del ciclo dia-
noche. Los ritmos circadianos estan controlados por el nucleo supraquismatico del
hipotdlamo. Se hipotetiza que las personas que sufren este trastorno necesitan un
marcador mas intenso de lo normal para poner en hora su reloj bioldgico (Carlson,
2006). Hay evidencia de que la luz matinal es mas eficaz para el alivio de la depresion

que la vespertina, al influir en el ritmo de la melatonina (Terman y cols., 2001).

La observacion algo paraddjica de que la privacion del sueifio, especialmente
durante la segunda mitad de la noche, produce una mejoria temporal de la depresion ha
sido un tema de investigacion, aunque no se ha podido establecer su valor clinico. La
alteracion del suefio estd presente como sintoma en la depresion, mientras que las
personas con depresion reactiva (aquella en la que los factores ambientales explican el
inicio de la depresion) tienden a presentar hipersomnia, aquellas con depresion
endogena tienen el suefio poco profundo, con reduccion del suefio de ondas delta
(estadios 3 y 4) y un incremento del estadio 1, tendencia a despertarse con frecuencia y
cuyo suefio MOR (movimiento ocular rapido) se produce antes y con mayor proporcion

de episodios en la primera mitad de la noche. El tratamiento consiste en despertar al
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sujeto deprimido cuando entra en esta fase (es una privacion del suefio selectiva). Estas
personas, al igual que ocurre con la toma de antidepresivos, necesitan esperar varias
semanas para notar la mejoria que en algunos casos es duradera. También se puede
mantener una noche despierto a la persona deprimida (privacion total de suefio) en cuyo
caso el efecto terapéutico es inmediato (hay una mejora de los sintomas tras una Unica
noche de privacion de suefio en un 60% de los casos), pero en cuanto recupera su patron

normal de suefio, los sintomas depresivos reaparecen (Kuhs y Tolle, 1991).

El hipérico es una planta silvestre medicinal, sobre la que se han realizado
estudios tanto en humanos como en animales, que corroboran su perfil antidepresivo
y su recomendacion para aliviar los sintomas de las depresiones (Di Carlo y cols.,
2001; Francis, 2005; Greeson y cols., 2001; Linde y cols., 2005; Millar, 2005).
Philipp y cols. (1999) comprobaron que tomar 350 mg tres veces al dia de hipérico
era tan efectivo como tomar 100 mg/dia del antidepresivo triciclico imipramina. Su
administracion cronica, al igual que ocurre con otros antidepresivos, conlleva
cambios en los receptores P-adrenérgicos y en la densidad de los receptores
serotoninérgicos 5-HT; y 5-HT, en la corteza cerebral de ratas (Teufel-Mayer y
Gleitz, 1997). Su administracion reduce los niveles plasmaticos, al igual que el
tratamiento con amitriptilina (Johne y cols., 2001), el antidepresivo triciclico objeto

de estudio de la presente tesis doctoral.

Segun Babyak y cols. (2000) el ejercicio fisico puede ser un buen tratamiento
para la depresion mayor, cuyo beneficio se mantendria incluso tras 10 meses. Sin
embargo, tras una revision sobre el tema Lawlor y Hopker (2001) concluyen que son
necesarias mas investigaciones para determinar la efectividad del ejercicio. Lo que si se
ha comprobado es que la combinacion de antidepresivos y actividad fisica aumenta la

expresion del factor neurotréfico cerebral (Russo-Neustadt y cols., 2001). Ademas,
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estudios actuales muestran que la actividad fisica previene en gran medida los trastornos

depresivos (Chou y cols, 2005; Karmisholt y Gotzsche, 2005).

Estas son algunas de las terapias alternativas o complementarias para el
tratamiento de la depresion que tienen una base cientifica y cuyos beneficios han sido
comprobados por diversos investigadores, pero también hay otras terapias de gran
aceptacion social como la acupuntura, la aromaterapia, la hipnoterapia, los masajes, la

musicoterapia, la homeopatia, la naturopatia, etc. (Ernst y cols., 1998).
2.5. DIFERENCIAS DE SEXO EN LA DEPRESION

Existen claras diferencias de sexo en la epidemiologia de la depresion
corroboradas a lo largo de muchas investigaciones y revisiones (e.g. Culbertson, 1997;
Kornstein, 1997; Kornstein y cols., 2000; Piccinelli y Wilkinson, 2000; Weissman y
Klerman, 1977, 1985; Weissman y cols., 1984, 1993), y actualmente siguen haciéndose
numerosos estudios, sobre las diferencias de sexo dentro de dicho trastorno, tanto en
humanos como en animales (e.g. Benazzi, 2006; Bennett y cols., 2005; Brownhill y
cols., 2005; Cook y cols., 2005; Drosspoulou y cols., 2004; Esel y cols., 2005;
Kalynchuk y cols., 2004; Kawa y cols., 2005; Jones y Lucki, 2005; Marcus y cols.,
2005; Schoenbaum y cols., 2005; Vedel, 2005; Wauterickx y Bracke, 2005; Wenzel y
cols., 2005; Winkler y cols., 2005). Asi, salvo en el desorden o trastorno bipolar, en el
que hombres y mujeres presentan la misma prevalencia (ver Figura 2.5.), en los demas
trastornos del &nimo las mujeres presentan mayor prevalencia que los hombres, en una
relacion de 2:1 (Weissman y cols., 1984, 1993; Weissman y Klerman, 1985; Wenzel y
cols., 2005) que en algunas investigaciones se ha situado incluso en 3:1 (Klerman y
Weissman, 1989). Aunque, segin Benazzi (2006) la aparicion del trastorno bipolar

ocurre en las mujeres en una edad mas temprana que en los hombres. Sin embargo,
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Kawa y cols. (2005) no estan de acuerdo con lo dicho, ya que este trastorno es

equitativo en ambos sexos.
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Figura 2.5. Diferencias de sexo en la prevalencia de los trastornos del estado de animo. Adaptado de
Kornstein y McEnany (2000).

Estos datos son consistentes con los estudios realizados sobre distintas

poblaciones y distintas clases sociales (Byrne, 1981; Patel, 2001; Weissman y cols.,

1993), pero hay excepciones: estas diferencias se anulan en sociedades tradicionales o

en muestras homologadas de poblaciones como la de los Amish en Pensilvania, en

ciudades de Africa, en Bélgica o con los judios ortodoxos de Londres (Culbertson,

1997; Piccinelli y Wilkinson, 2000; Wauterickx y Bracke, 2005; Weissman y cols.,

1984). Los estudios del efecto generacional han concluido que el incremento de la

prevalencia de la depresion ha aumentado (Wauterickx y Bracke, 2005), asi como la




2. DEPRESION 28

edad de inicio, especialmente en las mujeres jovenes, a partir de la Segunda Guerra
Mundial (Weissman y cols., 1984; Weissman y Klerman, 1985). Estas diferencias de
sexo no comienzan a darse hasta la pubertad y, posteriormente, se mantienen en la

madurez (Weissman y Klerman, 1977).

El riesgo a lo largo de la vida de desarrollar una depresion unipolar es también
mayor para las mujeres que para los hombres (Weissman y cols., 1993). Hay evidencia
de diferencias de género en esta enfermedad siendo mucho mas frecuente en mujeres
que en hombres y estiman razones del 2-3/1 (A.P.A., 2005; Fuentes y cols., 1997; Serra
y cols., 1997). Es decir, esta enfermedad se halla tan extendida que, a lo largo de su
vida, entre el 5 y el 12% de los hombres y el 10 y el 25% de mujeres sufriran algin
episodio depresivo importante, y en torno a la mitad de los deprimidos sufriran
depresiones en mas de una ocasion, y hasta un 10% de los deprimidos experimentaran
fases maniacas ademas de las depresivas (A.P.A., 2005; Nemeroff, 1998). Ademas, esta
incidencia es incluso mayor en la poblaciéon anciana, asi por ejemplo, un estudio de
Zunzunegui y cols. (1998) mostrd que la prevalencia fue del 19.6% para los hombres y

del 46% para las mujeres en una poblacion clinica anciana espafiola.

Kornstein y cols. (2000), en una investigacion sobre diferencias de sexo y
depresion cronica, concluyeron que las mujeres deprimidas con respecto a los hombres:
(1) tienen un comienzo mas prematuro de la enfermedad y ademas estan mas afectadas,
(2) tienen una historia familiar previa de trastornos afectivos con mayor probabilidad,
(3) presentan mayores deterioros en su entorno social, y (4) presentan mas trastornos de

suefio, mayor retardo psicomotor y mayor somatizacion de los sintomas.

Sin embargo, en otros trabajos los resultados varian (probablemente debido a las

diferencias en los disefios de las investigaciones) y no encuentran diferencias en
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relacion a la edad de inicio del episodio (Weissman y cols., 1993), la duracion del
episodio, la gravedad de los sintomas o el curso de la depresion (Simpson y cols., 1997)
y en los subtipos de dicha enfermedad (Vedel, 2005). Simpson y cols. (1997) realizaron
un estudio a lo largo de 15 afos con pacientes diagnosticados de depresion unipolar, y
no encontraron mas que ligeras diferencias de sexo en el curso de la enfermedad (e.g.
las mujeres tuvieron recurrencias mas pronto que los hombres). Pero por lo demads, no
se distinguieron en el tiempo que necesitaron para recuperarse de los sintomas, ni en el
comienzo de la primera recaida, ni tampoco en el niimero de recurrencias en afos

posteriores ni en la gravedad de los mismos.

Asi pues, aunque en algunos aspectos no se hayan obtenido diferencias de sexo,
las relativas a la prevalencia de la depresion son contundentes. Cabe preguntarse ahora
si estas diferencias tienen alguna explicacion. Piccinelli y Wilkinson (2000) apenas
conceden peso a la carga genética, biologica o social para explicar el porqué de estas
diferencias y sostienen que las diferencias de género en la depresion son una realidad
para la que no encuentran explicacion. Las razones psicosociales incluyen factores
como diferencias en la socializacion, en la vivencia del estrés, la victimizacion, el bajo
estatus social, etc.; mientras que las bioldgicas barajan hipdtesis relacionadas con la
genética, la neuroanatomia, los neurotransmisores, la neuroendocrinologia, la funcion
reproductora, etc. (Kornstein y McEnany, 2000; McEwen y cols., 1998). Diversos

estudios han mostrado lo siguiente:

e La genética tiene un papel importante en la depresion, y esta relacionada con las
diferencias de sexo; parece ser que se hereda por igual en hombres que en
mujeres, pero hay diferencias de sexo en el riesgo de padecerla (Kendler y

Prescott, 1999).
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e Ciertos factores neuropsicologicos, la interaccion entre la actividad del
hemisferio derecho posterior y la funcion del eje HPA, explicarian la mayor
predisposicion de la mujer a la depresion (Heller, 1993), mientras que otros lo
atribuyen a las diferencias halladas a nivel central y periférico del metabolismo
de la serotonina, junto a una mayor sensibilidad del eje (Maes y Meltzer, 1995).
Ademas, estas diferencias de sexo en la sintesis de serotonina se ha visto hasta
un 52% mas alta en hombres que en mujeres (Nishizawa y cols., 1997). También
se han puesto de manifiesto claras diferencias de sexo en los ancianos (Heun y
Hein, 2005; Murphy y cols, 1996). Por lo que, parece logico pensar que el
sexodimorfismo en las estructuras y en las funciones cerebrales podrian estar

mediando las diferencias en la sintomatologia depresiva.

o Existen diferencias de sexo en la neurotransmision serotoninérgica en el
hipocampo de ratones, que induciéndoles estrés desarrollan conducta depresiva
(Jones y Lucki, 2005). Ademas, estas diferencias se han visto también en ratas,
encontrando diferencias serotoninérgicas entre machos y hembras, tanto en el

hipocampo como en el hipotalamo (Drossopoulou y cols., 2004).

e Se ha demostrado que las hormonas femeninas estdn implicadas en la depresion,
ya que se reconoce la importancia de los ciclos vitales, tales como el ciclo
menstrual, el embarazo, el periodo postparto y la menopausia en relacion a la
aparicion de sintomas depresivos, todos ellos relacionados con bajos niveles de

estrogenos (Desai y Jann, 2000; Kornstein y McEnany, 2000; Yonders, 1998).

A modo de resumen, existen hoy en dia diversidad de opiniones con respecto a
las diferencias de sexo en la psicopatologia de la depresion (Benazzi, 2006; Bennett y

cols., 2005; Brownhill y cols., 2005; Cook y cols., 2005; Drosspoulou y cols., 2004;
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Esel y cols., 2005; Kalynchuk y cols., 2004; Kawa y cols., 2005; Jones y Lucki, 2005;
Marcus y cols., 2005; Schoenbaum y cols., 2005; Vedel, 2005; Wauterickx y Bracke,
2005; Wenzel y cols., 2005; Winkler y cols., 2005) teniendo en cuenta diversos
factores, como son la edad, factores sociales, hereditarios, otros factores biologicos, etc.
Por lo tanto, se deben seguir realizando mas investigaciones, teniendo en cuenta que en
la mayoria de las especies existen dos sexos, implicando todo tipo de diferencias entre

ellos.
2.6. DEPRESION Y MEMORIA

La conexién entre depresion y memoria es dificil de establecer, especialmente
cuando la poblacion analizada es anciana, debido a las caracteristicas cognitivas
asociadas al proceso normal de envejecimiento (Backman y cols., 1996; Bassuk y cols.,

1998; Meyers y Bruce, 1998).

Varios autores sefialan que existe una estrecha relacion entre depresion y
deterioro en la memoria (Adler y cols., 2004; Clark y cols., 2005; Danion y cols., 1991;
Burt y cols., 1995; Riedel y Van Praag, 1995). Esta asociacion se ve afectada por
diferentes variables: edad, status (pacientes institucionalizados o enfermos
ambulatorios), tipo de depresion (unipolar, bipolar, etc.), administraciéon o no de

medicacion y caracteristicas de las tareas (tareas de reconocimiento o de recuerdo).

Las alteraciones de la memoria no son solo exclusivas de la depresion, sino que,
con frecuencia, aparecen unidas a otros trastornos psiquiatricos (Berrios y Hodges,
2003), como por ejemplo el trastorno obsesivo-compulsivo (Moritz y cols., 2000), y
parece que estdn mas vinculadas a ciertas caracteristicas individuales (la gravedad de la
enfermedad, el déficit motivacional, el esfuerzo atencional requerido, etc.) que al

trastorno en si (Burt y cols., 1995; Danion y cols., 1991).
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Hay autores que sugieren que los problemas de memoria podrian estar
originados por los mismos farmacos que los pacientes toman para mejorar su estado
depresivo (Amado-Boccara y cols., 1995). También se encuentran investigaciones que
hacen referencia a una mejoria en la ejecucion de pruebas de memoria como
consecuencia del tratamiento con antidepresivos (Sternberg y Jarvik, 1976), pero esta
mejoria podria ser debida a una mejoria en procesos cognitivos distintos a la memoria

aunque relacionados, como es la atencion (Hertel y Rude, 1991).

Conocer mejor como los antidepresivos afectan a la memoria es algo que
mejorard la prescripcion de los mismos adecuandola a las caracteristicas del paciente
(Amado-Boccara y cols., 1995). Por ello, conocer el perfil cognitivo de los
antidepresivos en animales es una fuente de informacion importante y muy poderosa

para mejorar el uso de estos farmacos en sujetos humanos.

La depresion provocada por derrame cerebral esta relacionada con el deterioro
cognitivo y los déficit neurobioldgicos. La prevalencia de esta depresion se sabe que es
alta, pero el conocimiento de sus correlaciones neurofisioldgicas es limitado. Después
de un examen neuropsicologico efectuado a los tres meses y al afio del derrame
cerebral, se diagnostico la depresion a los tres meses en un 53% de los pacientes, y en
un 42% al ano después del derrame. Del 53% mencionado, se observo prevalencia de
depresion mayor en un 9%, y del 42% se observo prevalencia en un 16%; es decir, habia
una asociacion entre la depresion post-derrame cerebral y el deterioro cognitivo. Parece
ser que la depresion producida por un derrame cerebral afecta a la memoria, provoca
déficits en la resolucion de problemas no verbales, problemas de atencion y de actividad
psicomotora. Consecuentemente, parece ser que mas de la mitad de los pacientes que
han sufrido un derrame cerebral, posteriormente padece depresion; y la frecuencia de

depresion mayor se incrementa durante el primer afio (Kauhanen y cols., 1999). Por
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tanto, el deterioro cognitivo esta relacionado con una lesion cerebral y con la depresion

(Minett y cols., 2005).

En otra investigacion realizada con pacientes que presentaban trastorno bipolar
(20 sujetos) y comparado con otros que no lo padecian (20 sujetos), se les sometio a
pruebas de atencion, memoria de trabajo y tareas de aprendizaje. Se observd en los
resultados que los pacientes con trastorno bipolar mostraron deterioro en la ejecucion de
estas pruebas, indicandonos disfunciones neuropsicoldgicas en sus cerebros (Ferrier y

cols., 1999).

En un estudio realizado con un grupo de sujetos con episodio tnico de depresion
y otro grupo con episodios recurrentes, se observo que el deterioro de memoria esta
asociado con la depresion recurrente, mientras que los déficit de memoria no son
prominentes en individuos con episodio Unico de depresion (Basso y Bornstein, 1999).
Otro estudio realizado con pacientes adultos, tanto hombres como mujeres, que
presentaban trastornos atencionales e hiperactividad; se sometieron a tests cognitivos
que median la capacidad intelectual, el éxito académico, memoria, aprendizaje, atencion
auditiva y visual, velocidad psicomotora, etc. Los resultados indicaron que las mujeres
obtuvieron mas altos registros en los tests cognitivos y mayor grado de ansiedad y
depresion que los hombres (Katz y cols., 1998). Ademads, también se han realizado
estudios con pacientes ancianos con depresion pero no dementes, y con dementes; los
cuales completaron unos tests de memorizacién y aprendizaje de palabras, algunos de
ellos con retraso de tres minutos después de cada presentacion del item. Los resultados
revelaron que el grupo de pacientes con demencia mostraron menores registros de
aprendizaje y realizaban mas lentamente las pruebas de retraso que los individuos con

depresion (Rankin, 2000).
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Como hemos visto, existen multitud de estudios que muestran que la depresion
produce deterioro de memoria en sujetos humanos, tanto en adultos como en individuos
con edad avanzada, con demencia o sin ella, en hombres como en mujeres, utilizando
diversidad de pruebas para medir aprendizaje y memoria, etc.; es decir, la depresion en
algunas ocasiones no solo es debida a factores como el status, la edad, etc., que estan
asociadas con el aprendizaje y la memoria, sino que también es inducida por algunos
tipos de enfermedad ya mencionadas como derrame cerebral, demencias, etc. Hoy en
dia se continua investigando sobre este tema y siguen habiendo diversidad de opiniones
al respecto (Adler y cols., 2005; Barry y cols., 2006; Baudic y cols., 2004; Bierman y
cols., 2005; Braune y Berger, 2005; Burdick y cols., 2005; Burnside y cols., 2004; Clark
y cols., 2005; DeLuca y cols., 2005; Harvey y cols., 2005; Heun y Hein, 2005;
Lemogne y cols., 2006; Marcos y cols., 2005; Minett y cols., 2005; Moritz y cols.,
2006; Rapoport y cols., 2005; Williams y cols., 2005).
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3.1. CARACTERISTICAS GENERALES Y CLASIFICACION DE LOS
ANTIDEPRESIVOS

Conocida hoy en dia la incidencia de la psicopatologia de la depresion y las
graves repercusiones que tiene para la vida laboral, afectiva y cotidiana del individuo,
no es dificil imaginar la gran importancia que tuvo la aparicion accidental de los
farmacos antidepresivos entre los anos 50 y 60 (Stahl, 2002). Estos fairmacos han
transformado la evolucion y la prognosis de la depresion y han permitido que la
mayoria de los afectados, pese a los efectos secundarios, puedan recibir un tratamiento
ambulatorio y continuar con normalidad su vida diaria (Amado-Boccara y cols., 1995;

Frazer, 1997).

Durante los afos 70, los antidepresivos se recetaron poco, pero a partir de la
década de los 80 se ha observado un incremento de su recomendacion en la practica

psiquiatrica, debido en parte al descubrimiento de nuevos agentes farmacologicos

(Olfson y Klerman, 1993).

Los farmacos antidepresivos, en general, mejoran el humor, los patrones del
suefio, aumentan el apetito, incrementan la actividad fisica, ayudan a razonar con mayor
claridad, etc. Ademas, estos disminuyen la sensacion de culpabilidad, de inutilidad e
inadecuacion, y reducen la preocupacion por el engafio y la ambivalencia
(Bezchlibajyk-Butler, 1994); todos ellos rasgos caracteristicos de la depresion. Estos
farmacos producen cambios fisicos, como por ejemplo hormonales (en los niveles de
testosterona), alivio del dolor, etc. (Berilgen y cols., 2005; Haduch y cols., 2006); y
conductuales, como es el caso de conductas alimentarias, actividad, estrés, ansiedad,
comportamientos sociales, suefio, etc. (Bond, 2005; Cavaljuga y cols., 2003a, 2003b;

Mayers y Baldwin, 2005; Saarto y Wiffen, 2005; Walsh y cols., 2006; West y Weiss,
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2005; Wilson y Argyropoulos, 2005). El tratamiento con antidepresivos produce
mejoras significativas entre el 65 y el 75% de los pacientes diagnosticados de depresion

mayor, y la recuperacion completa entre el 40 y el 50% de éstos (Frazer, 1997).

Antes de clasificar a los antidepresivos, es importante considerar algunos

aspectos a nivel general (Bezchlibajyk-Butler, 1994):

1. Estos farmacos incrementan la actividad psicomotora, por lo que el riesgo de

suicidio persiste y debe ser controlado.

2. Algunos antidepresivos mas cldsicos, son toxicos en sobredosis y es
recomendable recetar cantidades limitadas a los pacientes que son propensos al

suicidio.

3. Puede aumentar la eficacia terapéutica si se combinan varios antidepresivos,

pero también pueden aparecer interacciones.
4. La profilaxis de la depresion es mas efectiva si la dosis terapéutica se mantiene.

5. Cuando existe un elevado indice de suicidio hay que tener en cuenta que su
accion es lenta, necesitando unos 15 dias para que aparezcan las primeras
mejorias (Allain y cols., 1995; Schwaninger y cols., 1997), y para obtener un
buen efecto terapéutico hemos de esperar de 4 a 6 semanas e incluso mas tiempo

(Frazer, 1997).

6. Aunque estos farmacos producen mejoras en los pacientes, siguen teniendo

multiples efectos secundarios (Riedel y van Praag, 1995).
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Los antidepresivos conforman un grupo de farmacos de dificil clasificacion,
aunque pueden agruparse en funcion de varios criterios. Por ejemplo, segun Stahl
(2002), los antidepresivos se pueden clasificar, basandonos en su especificidad en la

recaptacion de neurotransmisores cerebrales, en los siguientes grupos:

1. Los antidepresivos clasicos, que incluyen los inhibidores de 1la
monoaminooxidasa (IMAOs), que son inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa, responsable de la degradacion de dopamina, noradrenalina
y serotonina, lo que aumenta a la vez el nivel de los tres neurotransmisores (Del
Rio, 1997); y los antidepresivos triciclicos (ATCs), que inhiben la recaptacion

de noradrenalina, serotonina y la dopamina en menor medida.
2. Los inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (IRSSs).
3. Los inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina (IRN).
4. Los inhibidores de la recaptacion de noradrenalina y de dopamina (IRNDs).

5. Los inhibidores duales de la recaptacion de serotonina y de noradrenalina
(IRSNs), ya que combinan las acciones tanto de los inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (ISRSs) como de los inhibidores de la recaptacion de

noradrenalina (IRNs).

6. Acciones duales serotoninérgicas y noradrenérgicas a través del antagonismo oL,
que lo que hacen es que la neurotransmision tanto noradrenérgica como la

serotoninérgica se ven incrementadas por los antagonistas o,
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7. Accion dual de los antagonistas de la serotonina o, e inhibidores de la
recaptacion de serotonina (ASIRs), que comparten la capacidad de bloquear

tanto los receptores de 5-HT,4 como la recaptacion de serotonina.

8. Farmacos estabilizadores del estado de animo, que también tienen efectos

antidepresivos.

En el Cuadro 3.a. se recoge una lista de los principales fArmacos antidepresivos,
elaborada principalmente a partir de Stahl (2002), pero también de Parra (1997), Del
Rio (1997), DeVane (2000), Gareri y cols. (2000) y Pinder (2001).

Antidepresivos clasicos
e Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAOs)
- IMAO clésicos-irreversibles y no selectivos
Fenelcina
Tranilcipromina
Isocarboxacida
Iproniacida
- Inhibidores selectivos de la MAO 4
Clorgilina
- Inhibidores selectivos de la MAO B
Deprenyl (selegilina)
Pargilina
- Inhibidores reversibles de la MAO 4 (IRMA)
Moclobemida
e Antidepresivos triciclicos (ATCs)
Clomipramina
Imipramina
Amitriptilina
Nortriptilina
Protriptilina
Maprotilina
Amoxapina
Doxepina
Desipramina
Trimipramina
Lofepramina
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Antidepresivos nuevos
e Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina (ISRSs)
Fluoxetina
Sertralina
Paroxetina
Fluvoxamina
Citalopram
e Inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina (IRNs)
Reboxetina
e Inhibidores de la recaptacion de noradrenalina y de dopamina (IRNDs)
Burpropion
e Inhibidores duales de la recaptacion de serotonina y de noradrenalina (IRSNs)
Velanfaxina
Sibutramina
Tramadol
Milnacipran
Duloxetina
Velanfaxina
e Acciones duales serotoninérgicas y noradrenérgicas a través del antagonista o,
Mirtazapina
Mianserina
Setipilena
e Accidn dual de los antagonistas de la serotonina o, e inhibidores de la recaptacion
de serotonina (ASIRs)
Nefazodona
Trazodona

Cuadro 3.a. Clasificacion de los farmacos antidepresivos agrupados y principales representantes.
Tomado, principalmente, de Stahl (2002).

Es importante mencionar, que el tratamiento con antidepresivos pretende aliviar
los sintomas de la depresion y prevenir la recurrencia de los mismos. En los ultimos
aflos, las investigaciones van encaminadas a conseguir un antidepresivo ideal, cuyas

caracteristicas serian (DeVane, 2000):

e Eficacia: (1) que cure o alivie los sintomas, (2) que sea efectivo para la mayoria

de los pacientes, (3) que dicha efectividad se produzca rapidamente, (4) que sus
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efectos terapéuticos se mantengan con un tratamiento continuo, y (5) que ofrezca

una relacion consistente y predecible dosis/efecto.

o Seguridad y efectos adversos: (1) baja incidencia de efectos adversos, (2)
minima posibilidad de toxicidad por sobredosis, (3) bajo o nulo deterioro

cognitivo, y (4) efectos beneficiosos en la calidad de vida.

e Farmacocinética: (1) disposicion consistente y predecible, (2) vias de
eliminacion multiples, (3) ajustes de dosis convenientes, y (4) baja interaccion

con otros farmacos.
3.2. EFECTOS TERAPEUTICOS DE LOS ANTIDEPRESIVOS

Los antidepresivos mas recetados en la actualidad, son los ISRSs y los
considerados de nueva generacion (Servicio Nacional de Salud, 2005); aunque los
antidepresivos triciclicos son los antidepresivos de segunda eleccion, siendo la
imipramina y amitriptilina unos de los triciclicos clasicos que han sido mads
ampliamente empleados; y los inhibidores de la monoaminooxidasa se han utilizado
cuando ha fallado el tratamiento con otros antidepresivos (Del Rio, 1997). Sin embargo,
si se comparan los efectos de los diferentes antidepresivos, por ejemplo los triciclicos e
inhibidores selectivos, se observa que no difieren en su eficacia a la hora de aliviar la
depresion en los pacientes deprimidos (Fremantle y cols., 2000), aunque los mas
selectivos son los que se aconsejan para los tratamientos mas largos y como prevencion
de posibles recaidas (Hirschfeld, 2000). En conjunto, todos los antidepresivos muestran
una eficacia muy parecida y se escoge uno u otro en funcion de los sintomas del
enfermo, el historial farmacoldgico, edad (los ancianos son mas sensibles a los efectos
de los farmacos) y sobre todo, los efectos secundarios (Freemantle y cols., 2000). La

eficacia es relativa por cuanto se sabe que, s6lo un 60-70% de la poblacion respondera a




3. ANTIDEPRESIVOS Y AMITRIPTILINA 42

algun tipo de antidepresivo a la primera, y entre un 5-10% no reaccionard a ninguno de
los tratamientos (Thase y Rush, 1995) o que de reaccionar, s6lo se tratard de una
remision parcial (Fawcett, 1994). Hay un 50% de probabilidad de recaer después de un
episodio, y este porcentaje se eleva a un 70% después de dos episodios y a un 90%

después de tres (Stahl, 2002).

Debido a su mecanismo de accion, los antidepresivos actuan como tales
transcurridos unos 15 dias de su ingesta (Blier, 2001). Es aconsejable esperar de 4 a 6
semanas para poder determinar si un antidepresivo no produce mejoria, entonces se
debe dejar un periodo en el cual no se tome ningn otro antidepresivo, el llamado
“periodo de lavado”, para empezar con otra terapia farmacologica. Una vez determinado
el tratamiento adecuado, su duracion depende de muchos factores. Se recomienda que
en caso de tratarse de un primer episodio o que el ultimo se hubiera producido hace 5
afios, el tratamiento durara entre 6 y 12 meses, y entre 3 y 5 afios si el intervalo entre
episodios fuese menor de 3 anos. Cuando se han sufrido 3 o mas episodios, o 2 pero se
tiene mas de 40 afos se aconseja el tratamiento de por vida (Greden, 1993). Ademas, la
mitad de las recaidas se evitarian si se mantuviera la medicacion entre 3-6 meses ain

después de notar la mejoria (Hirschfeld, 2000).

Los antidepresivos también se utilizan como tratamiento preventivo de los
sintomas depresivos, ya que se ha comprobado la efectividad de muchos de ellos, como
es el caso de la imipramina (Frank y cols., 1991), el citalopram (Hochstrasser y cols.,
2001), la fluoxetina (Cheer y Goa, 2001), etc. Ademds, su accion en los
neurotransmisores incide en una gran cantidad de estructuras cerebrales que regulan
otras muchas funciones, de ahi que puedan ser empleados para aliviar otros tipos de

desordenes (Clayton, 1998; Davidson, 2001; Schatzberg, 2000).
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Los inhibidores selectivos son los antidepresivos que mayor espectro de
indicaciones clinicas presentan, como por ejemplo, los ISRSs o los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina y de noradrenalina; que estan indicados para
algunos trastornos de ansiedad (Davidson, 2001; Keene y cols., 2005; Zohar y
Westenberg, 2000) y para el tratamiento de la depresion asociada con ansiedad
(Feighner y cols., 1998; Montgomery y Judge, 2000). Aunque los ISRSs provocan
ansiedad al principio, ésta disminuye con el tiempo y, a largo plazo, estos farmacos
funcionan como ansioliticos (Stahl, 2002). La especificidad de los nuevos farmacos
inhibidores, ademds, ha permitido investigar con detalle el papel de los sistemas de
neurotransmision en la depresion. Por ejemplo, la especificidad de la reboxetina, ha
permitido estudiar el papel de la noradrenalina en el tratamiento de la depresion
(Gorman y Sullivan, 2000) y de la depresion asociada a disfunciones sexuales (Baldwin
y cols., 2006); asi como su eficacia terapéutica en el trastorno afectivo estacional

(Hilger y cols., 2001).

Ademas, los antidepresivos también se emplean como tratamiento secundario de
otras enfermedades: para el tratamiento del dolor cronico, como analgésico (Ansari,
2000; Berilgen y cols., 2005; Fishbain y cols., 1998; Guler y cols., 2005; Krell y cols,
2005; Lynch, 2001; Magni, 1991; Saarto y Wiffen, 2005); tratamiento de la obesidad
(Heisler y cols., 1999), como por ejemplo, cuando se receta la sibutramina (Ioannides-
Demos y cols., 2005); en enfermedades crénicas, como el cancer (Billing y Block,
1995) o la fibromalgia (Krell y cols., 2005); para dejar de fumar (por ejemplo, el
bupropion) (Feighner, 1999; Ross y Williams, 2005); para el alivio de las migranas, por
ejemplo la fluoxetina (Lynch, 2001) y la amitriptilina (Khromov y cols., 2005); etc.
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3.3. EFECTOS SECUNDARIOS DE LOS ANTIDEPRESIVOS

A la hora de prescribir antidepresivos, también hay que tener en cuenta los
efectos secundarios; de la misma manera que se tiene en cuenta el historial
farmacoldgico del paciente, la edad, etc. (Thase y Rush, 1995). Como sabemos, estos
farmacos pueden tener acciones anticolinérgicas, como ocurre con los ciclicos y los
IMAOs, entre otras acciones (antihistaminicas, adrenérgicas, etc.); o tener efectos
relacionados con el sistema nervioso central (activacion o sedacion, somnolencia,
temblor, etc.), hepaticos, cardiovasculares, etc.; como es el caso de los ISRSs (Parra,
1997). De todos los efectos secundarios que presentan los antidepresivos, a
continuacion vamos a resaltar aquellos que afectan a la memoria, ya que es uno de los

aspectos relevantes en la presente tesis doctoral.
3.3.1. Antidepresivos ciclicos

Los antidepresivos triciclicos son los que tienen una mayor incidencia a nivel
central en la ejecucién cognitiva, ya que de los receptores de la acetilcolina los
muscarinicos son los que predominan en el cerebro y los que mas relacion parecen tener
con las funciones que implican atencion y memoria. Todos los antidepresivos triciclicos
poseen actividad anticolinérgica, pero difieren en su potencia. No s6lo es esta carga la
que incide en el funcionamiento cognitivo, sino que su accion antihistaminica y como
antagonista o-adrenérgica es responsable de provocar sedacion, problemas cognitivos
(Riedel y van Praag, 1995) y psicomotores (Tucha y cols., 2002); ademas de los efectos
anticolinérgicos como estrefiimiento, vision borrosa, sequedad de boca, somnolencia,
sudoracidn, retencion urinaria, aumento de peso, etc. (Stahl, 2002). Esto limita en
ocasiones la calidad de vida del paciente, sobre todo en los ancianos (Gareri y cols.,

2000), por lo que son sustituidos por otros antidepresivos, con nuevos mecanismos de
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accion, de igual eficacia antidepresiva, pero menores efectos secundarios. A veces se
tiende a recomendar dosis demasiado bajas que en ocasiones no consiguen los

beneficios terapéuticos (Donoghue e Hylan, 2001; Isometsa y cols., 1998).
3.3.2. Inhibidores de la monoaminooxidasa

Los pacientes que toman este tipo de antidepresivos no deben tomar alimentos
que contengan tiramina (como por ejemplo, el queso), para evitar una grave reaccion del
sistema nervioso simpatico; es decir, estos farmacos producen una peligrosa interaccion
con la tiramina. La tiramina se degrada por la actividad de la MAO, esto no ocurre bajo
el efecto de los IMAOs, y la sangre sigue transportando la tiramina hasta las neuronas
del sistema nervioso simpatico (neuronas noradrenérgicas); concentrandose la tiramina
en el interior de estas neuronas y provocando una intensa liberacion de sodio (NA),
cuyo almacenamiento se ha incrementado mucho por la inhibicién de la MAO de los
segmentos terminales de las neuronas. Esta explosion de NA es la que produce

hipertension arterial (Costentin, 1996; Gareri y cols., 2000; Stahl, 2002).

Ademas, debido a su accion anticolinérgica, pueden provocar sequedad de boca,
estreflimiento, retencion urinaria y vision borrosa. Y también, pueden producir
agitacion, irritabilidad, acatisia, temblor, somnolencia diurna, insomnio e hipomania,

ictericia, crisis hipertensiva, hipotension postural y/o taquicardia (Parra, 1997).
3.3.3. Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina

Este grupo de farmacos presentan menos efectos secundarios que los anteriores
antidepresivos, siendo sus efectos anticolinérgicos menos pronunciados que los de los
triciclicos (Frazer, 1997); sin embargo, presentan disfunciones sexuales, que se traducen

en una disminucion de la libido en los hombres y de anorgasmia en las mujeres, acatisia
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(inquietud motora), discinesia, temblores y agitacion. Como ocurria con los
antidepresivos triciclicos, también producen somnolencia, sedaciéon (aunque no
bloquean los receptores histaminérgicos) y con menor frecuencia problemas
cardiovasculares (e.g. bradicardia o vasoconstriccion coronaria). También pueden
presentar efectos totalmente contrarios a la toma de los antidepresivos triciclicos y asi,
se pueden sufrir vomitos y diarrea (en vez de estrefiimiento, en aquellas personas con
problemas ya existentes), y pérdida de peso (accion anoréxigena) (Parra, 1997). La
probabilidad de provocar ataques epilépticos es menor a la establecida para los
antidepresivos triciclicos (Frazer, 1997). Parece que este grupo de farmacos son mas
seguros y se toleran mejor que los antidepresivos triciclicos en el tratamiento agudo y

cronico de la depresion mayor (Peretti y cols., 2000).
3.3.4. Inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina

Se ha comprobado que la reboxetina se tolera bien, y que los efectos secundarios
que presenta, son los relativos a la inhibicion de la recaptacion unicamente de
noradrenalina, ya que no tiene afinidad por otros sistemas de neurotransmision ni por
otros receptores. Algunos de los sintomas secundarios que se han documentado son:
sequedad de boca, insomnio, ligera taquicardia, estrefiimiento y sudoracion (Mucci,
1997), que también se presentan con la ingesta de antidepresivos triciclicos, pero en el
caso de la reboxetina, con menor frecuencia y, en pacientes ancianos, parece mas

segura, al no provocar hipertension (Nutt, 2001).
3.3.5. Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina

Los sujetos deprimidos que han sido tratados con velanfaxina, han mostrado en
estudios clinicos unicamente un incremento de la presion sanguinea y sedacion

(Feighner, 1999; Schatzberg, 2000). Como no presenta interaccién con otros farmacos
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parece aconsejable para los ancianos que suelen estar bajo mas de un tratamiento a la
vez (Gareri y cols., 2000). A corto plazo, no tiene ningun efecto sobre el peso corporal,
pero a largo plazo lo aumenta (Fava, 2000). El milnacipran carece de toxicidad en caso
de sobredosis, produce sedacion, tiene ligeros efectos anticolinérgicos y no produce

hipotension (Mir y Taylor, 1997).
3.3.6. Inhibidores duales de la recaptacion de noradrenalina y dopamina

Los efectos del bupropion a nivel endocrino pueden producir irregularidades
menstruales (Stahl, 2002), pero entre sus efectos adversos apenas figura un pequefio
porcentaje de disfunciones sexuales en comparacion con los inhibidores selectivos de la
recaptacion de serotonina (Chernin, 2001). Su administracion crénica parece que

conlleva pérdida de peso (Fava, 2000).

3.3.7. Antagonistas de los receptores de 5-HT,4 e inhibidores de la recaptacion de

serotonina

Se ha comprobado que la trazodona y la nefazodona provocan sedacion, (por el
bloqueo histaminérgico), mareos, empeoramiento de la concentracion y producen
letargia. El priapismo (erecciones prolongadas y normalmente dolorosas) puede
presentarse con la trazodona y en menor medida con la nefazodona, con la cual ademas
se puede presentar una ligera disfuncion sexual (Feighner, 1999). A diferencia de otros
antidepresivos, los pacientes tratados con nefazodona no varian su peso corporal, ni
sufren de disfuncion sexual (Robinson y cols., 1996), pero puede ocasionar sensacion de

boca seca, estrefiimiento y nauseas (Cyr y Brown, 1996).

La mirtazapina no tiene efectos secundarios relacionados con el sistema

colinérgico y son minimos los ocasionados por el noradrenérgico o el serotoninérgico,
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como sedacidn, incremento del apetito, aumento de peso (Fava, 2000) y disfuncion

sexual (Gorman, 1999).

A continuacion, y a modo de resumen de lo expuesto en este apartado, en el
Cuadro 3.b. podemos observar efectos secundarios de algunos de los antidepresivos mas

utilizados.

EFECTOS SECUNDARIOS DE ALGUNOS ANTIDEPRESIVOS

Anticoli Sedacion Hipotension Convul Alteraciones
nérgicos ortostatica siones cardiacas

Anmitriptilina ) ) © © T
Amoxapina © \ { © \
Citalopran - - - \ -
Clomipramina ) ) e e T
Desipramina \ \ © \: ©
Doxepina © © { © \
Fluoxetina - - - \ -
Fluvoxamina - - - \ -
Imipramina e e T e T
Lofepramina \ © © \ J
Maprotilina © © { ) ©
Mianserina \ o y o \
Mirtazapina - o y \ -
Moclobemida - - { \ -
Nefazodona \ \ y \ |
Nortriplilina © © { 3 ©
Paroxetina - © - \ -
Reboxetina \ - e \ y
Sertralina - - - \ -
Tranilcipromina © - © © {
Trazodona \ © © 3 \
Trimipramina ) ) © o A
Venlafaxina - - - \ -

Cuadro 3.b. Efectos secundarios de algunos farmacos antidepresivos. Nota: A (muy alta), T (alta), ©
(moderada), { (baja) y sin efectos (-). Adaptado de Azanza (2000).
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Para finalizar, es interesante decir, que en ocasiones la mejoria ocasionada por
los antidepresivos otorga a los pacientes la fuerza suficiente para llevar a cabo sus ideas
suicidas y todos los antidepresivos, incluso los que se pensaban mas seguros, como los
inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina, pueden aumentar el riesgo de
suicidio (Miiller-Oerlinghausen y Berghdfer, 1999). Esto se ha visto recientemente, en

especial en nifios y adolescentes (Brock y cols., 2005).
3.4. MECANISMOS DE ACCION DE LOS ANTIDEPRESIVOS

Aunque no se conocen con exactitud los mecanismos por los cuales los firmacos
antidepresivos producen una mejoria en los sintomas depresivos (Roth, 1993;
Bezchlibajyk-Butler, 1994), es probable que estén implicados uno o mas de los efectos

de los antidepresivos que resumimos con la ayuda del Cuadro 3.c.

EFECTOS AGUDOS

- Inhibicion del enzima MAO.

- Bloqueo de la recaptacion de NA y 5-HT a nivel presinaptico, asi como la DA,
aunque esta en menor medida.

- Bloqueo de receptores colinérgicos muscarinicos, de receptores histaminicos
HI, y de los receptores adrenérgicos o.,.

- Inhibicion dual de 5S-HT/NA.

- Alteracion de las proteinas G.

EFECTOS A LARGO PLAZO
- Modificacion de los sistemas de segundos mensajeros.
- Disminucion de la sensibilidad de los receptores adrenérgicos (B y o).
- Incremento de 5-HT en los autorreceptores somatodendriticos y en los
terminales axonicos.
- Desensibilizacion de los receptores 3,y 5-HT..
- Regulacion a la baja de los receptores de los neurotransmisores clave.

Cuadro 3.c. Principales efectos bioquimicos de los antidepresivos. Adaptado de Stahl (2002).
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Aun hoy se desconoce con exactitud el mecanismo de accion de los

antidepresivos, a pesar de ser ampliamente usados para el tratamiento de la depresion y

de otras enfermedades desde hace décadas. En los ultimos afios, la farmacologia se esta

centrando en los cambios intracelulares que los antidepresivos producen a largo plazo

(durante un tratamiento crénico), desde la transcripcion genética a las funciones

cerebrales superiores, mas que en los cambios extracelulares (Yamada e Higuchi, 2002).

Segun Reid y Stewart (2001), 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 bajos niveles de neurotransmisores y equilibran

de nuevo la actividad mediante diversas acciones:

1.

Inhibiendo la recaptacién del neurotransmisor, por lo que éste permanece mas
tiempo en la sinapsis, como los antidepresivos triciclicos que actuan inhibiendo
de forma no selectiva la recaptacion de serotonina y noradrenalina o la de los

inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina o noradrenalina.

Evitando su destruccion, como ocurre con los inhibidores de la enzima
monoaminooxidasa, que evitan que degrade los neurotransmisores del espacio

sinaptico.

Y 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
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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).

A continuacion se describe con mayor detalle cada uno de los mecanismos de
accion de los antidepresivos y, en los siguientes apartados, los efectos terapéuticos y los

efectos secundarios.
3.4.1. Antidepresivos ciclicos

El mecanismo de accion de los antidepresivos ciclicos consiste en inhibir
principalmente la recaptacion de los neurotransmisores serotonina y noradrenalina
(Bose y cols., 2005), lo que les confiere propiedades antidepresivas. Estos permanecen
por mds tiempo en el espacio sindptico y de este modo se prolongan los potenciales
sinapticos. Su perfil farmacologico asi como sus efectos secundarios dependen de la
afinidad hacia determinados receptores y su actividad sobre los distintos sistemas de
neurotransmision (Feighner, 1999). Los triciclicos son en realidad cinco farmacos en
uno: inhibidor de la serotonina y de la noradrenalina, anticolinérgicos/antimuscarinicos,

antihistaminérgicos y antagonistas de los receptores adrenérgicos a (Stahl, 2002).
3.4.2. Inhibidores de la monoaminooxidasa

Los inhibidores de la enzima monoaminooxidasa (MAQ) inhiben la actividad de
esta enzima, encargada de destruir las monoaminas sobrantes de los botones terminales,
lo que permite mayores niveles de los neurotransmisores liberados en el espacio
sinaptico. Se denominan irreversibles a aquellos inhibidores que se unen a la enzima y

destruyen para siempre su funcion, mientras que los reversibles no se unen para siempre
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a este enzima. Dentro del grupo de los inhibidores de la monoaminooxidasa
irreversibles, se encuentran los selectivos de la MAO-A y de la MAO-B, ambos

subtipos de esta enzima (Del Rio, 1997).
3.4.3. Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina

El mecanismo de accidon de los ISRS consiste en inhibir selectivamente la
recaptacion del neurotransmisor que mayor papel parece tener en las emociones y el
estado de animo: la serotonina. El primer antidepresivo de este grupo que se
comercializé en Europa fue la fluoxetina en 1983, marcando una época en la era de los
nuevos antidepresivos. Estos eran una variacion estructural de los antidepresivos
triciclicos y en esta modificacion albergaba la esperanza de haber encontrado un
farmaco que actuara casi exclusivamente en los sistemas relevantes para obtener efectos
terapéuticos, pero posteriormente se comprobo que tal especificidad era tedrica y que
incidian de manera indirecta en otros sistemas de neurotransmisién, como por ejemplo
en el noradrenérgico (Gorman y Sullivan, 2000). La administraciéon crénica de estos
antidepresivos conlleva cambios funcionales en el transportador de serotonina
(Benmansour y cols., 1999). El mayor uso, que se ha hecho de los ISRSs no se debe a
su mayor eficacia, sino a su mejor perfil de los efectos secundarios y a sus indicaciones
para muchos otros trastornos (e.g. Cavaljuga y cols., 2003a, 2003b; Keene y cols., 2005;
Milano y cols., 2005; West y Weiss, 2005), ademas de los trastornos del estado de
animo (Nutt y cols., 1999; Fava y cols., 2005) y se pueden emplear en aquellos sectores
de la poblacion mas sensible, como por ejemplo durante el embarazo, en la infancia, la

adolescencia, la vejez, etc. (e.g. Emslie y Judge, 2000; Kasper y cols., 2005).
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3.4.4. Inhibidores selectivos de la recaptacion de noradrenalina

La reboxetina es un farmaco inhibidor selectivo de la recaptacion de
noradrenalina (e.g. Baldwin y cols., 2006; Krell y cols., 2005); siendo el primer
antidepresivo de este grupo, y parece que bloquea Uinicamente la recaptacion de dicho
neurotransmisor. Los estudios in vitro e in vivo han mostrado que no tiene afinidad por
la recaptacion de serotonina ni por la de dopamina, ni por los receptores adrenérgicos e
histaminérgicos y sé6lo una débil afinidad por los receptores muscarinicos (Feighner,

1999; Wong y cols., 2000).
3.4.5. Inhibidores selectivos de la recaptacion de serotonina y noradrenalina

Uno de estos farmacos es la venlafaxina, que tiene accién sobre ambos sistemas
de neurotransmision (Sir y cols., 2005), como los antidepresivos triciclicos, pero carece
de sus propiedades anticolinérgicas (Harvey y cols., 2000). Su inhibicidon estd en
funcion de la dosis y asi, a dosis bajas, inhibe con mayor fuerza la recaptacion de
serotonina y, a dosis altas, inhibe moderadamente la recaptacién de noradrenalina y en
menor medida la de dopamina (Frazer, 2001). No interacciona ni con los receptores
colinérgicos, ni con los adrenérgicos ni tampoco con los receptores histaminérgicos
(Feighner, 1999). El milnaciprdn, es muy similar a la venlafaxina en su mecanismo de
accion e inhibe de forma selectiva, al igual que ella, ambos sistemas de

neurotransmision (Delini-Stula, 2000; Sambunaris y cols., 1997).
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3.4.6. Inhibidores duales de la recaptacion de noradrenalina y dopamina

El bupropion es un bloqueador débil de la recaptacion de noradrenalina y de
dopamina (Argyelan y cols., 2005) y, sin embargo, es muy potente a nivel terapéutico,
debido a su metabolito activo (Ascher y cols., 1995), no inhibe la MAO, ni interacciona

con los receptores histaminérgicos, colinérgicos o adrenérgicos a; (Feighner, 1999).

3.4.7. Antagonistas de los receptores de 5-HT;4 e inhibidores de la recaptacion de

serotonina

La trazodona y la nefazodona tienen ambos accion dual, por un lado como
inhibidores débiles de la serotonina y, por otro, interactian con los receptores
adrenérgicos a;. Pero la accidon mas potente de ambos, la tienen como antagonistas de
los receptores presinapticos 5-HToa. La mnefazodona no inhibe la recaptacion de
noradrenalina y carece de las propiedades antihistaminicas y antagonistas del receptor

adrenérgico o, que tiene la trazodona (Taylor y cols., 1995; Feighner, 1999).

A continuacién, en el Cuadro 3.d. se presenta un resumen de los efectos
farmacoldgicos de algunos antidepresivos, viendo cual es su accion en los sistemas de

neurotransmision.
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EFECTOS FARMACOLOGICOS DE ALGUNOS ANTIDEPRESIVOS

Inhibicion de la Antagonismo sobre
recaptacion los receptores
5-HT NA M, al DA H,
Amitriptilina o o T ) - T
Amoxapina - © y © - -
Citalopran ) - - - - -
Clomipramina T © © © - \
Doxepina { { © T - T
Fluoxetina T y - - - -
Fluvoxamina © - - - - -
Imipramina © © © © - ©
Lofepramina © © { © - ©
Maprotilina - © { y \ o
Mianserina - o - T - T
Nefazodona © \ - © - -
Nortriptilina \ © \ © - J
Paroxetina T \ - \ -
Sertralina T - - - -
Trazodona J - - © - -
Trimipramina - \ © © - ©
Venlafaxina T © - - \ -
Liberacion de Antagonismo sobre
neurotransmisores los receptores

5-HT NA M, 5-HT, 5-HT; H,

Mirtazapina © © - © © ©
Moclobemida © © - \ - -
Tranilcipromina © © \ \ © ©

Cuadro 3.d. Efecto de algunos farmacos antidepresivos. Nota: T (alta), © (moderada), { (baja) y sin
afinidad (-). 5-HT (serotonina), NA (noradrenalina), DA (dopamina) e H (histamina). Adaptado de
Azanza (2000).

Reid y Stewart (2001) realizan una revision del mecanismo de acciéon de los
antidepresivos, todo ello a raiz de los nuevos descubrimientos y de las nuevas hipdtesis

lanzadas, y concluyen que la regulacion de la plasticidad neuronal es un proceso
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esencial en la etiologia de la depresion y en el mecanismo de accién de los
antidepresivos. Ellos se apoyan, por un lado, en el modelo de Duman y cols. (1997) por
el cual la plasticidad neuronal adquiere un papel muy importante en la etiologia de la
depresion y en el efecto de los antidepresivos y, por otro, la idea inicial de Schwaninger
y cols. (1997) de relacionar los cambios en la transcripcion genética, derivados de la
administracion de antidepresivos, con la plasticidad neuronal, la potenciacion a largo
plazo y la memoria. El objetivo de los nuevos antidepresivos se esta centrando en las
proteinas G, la fosforilacion de proteinas, los segundos mensajeros, etc. (Pinder, 2001),

todos ellos activadores de cambios intracelulares.
3.5. AMITRIPTILINA

Este farmaco es el elegido para la presente tesis doctoral, ya que ha sido uno de
los antidepresivos mds importante y se ha recetado ampliamente para el alivio de los
sintomas depresivos. La amitriptilina pertenece al grupo de antidepresivos triciclicos
(Bose y cols., 2005; Saarto y Wiffen, 2005; West y Weiss, 2005; van Ophoven y Hertle,
2005), y fue introducida en el ambito clinico en 1961 para el tratamiento de la depresion
(Velasco y Alvarez, 1988). En muchos paises es el mas empleado como alternativa a la
fluoxetina (Freemantle y cols., 2000), y algunos defienden su liderazgo como
antidepresivo durante 40 afios de existencia, incluso frente a los nuevos antidepresivos
(Barbui y Hotopf, 2001). En la actualidad, en ciertos paises se sigue recetando
ampliamente (Vetulani y Nalepa, 2000) bajo diferentes nombres comerciales (Azanza,
2000; Budavari, 1996; Reynolds, 1982), y en Espafia se comercializa bajo los nombres
de: “Deprelio”, “Mutabase”, “Nobritol” y “Tryptizol” (Azanza, 2000).
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3.5.1. Farmacocinética y farmacodinamica de la amitriptilina
3.5.1.1. Farmacocinética de la amitriptilina

La amitriptilina se presenta en forma de polvo cristalino, es inodora y totalmente
soluble en agua (Reynolds, 1982; Thomson, 2005). A continuacion, en la Figura 3.1. se

muestra la estructura quimica de la amitriptilina.

¢ HCI

I
CHCH,CH,N(CH,),

Figura 3.1. Estructura quimica de la amitriptilina. Tomado de Thomson, 2005.

Centrandonos en la absorcion, los antidepresivos triciclicos se absorben bien por
via oral, la mas frecuente en el consumo humano, siendo la absorcion de la amitriptilina
muy rapida (Thomson, 2005). La biodisponibilidad de este farmaco 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
cronica) intraperitoneal (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., 1994a; Uhr y

cols., 2000).

En cuanto a la distribucion diremos que, la alta liposolubilidad de los

antidepresivos triciclicos, incluida la amitriptilina, les permite atravesar con facilidad la
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barrera hematoencefélica y también la placentaria, y se retienen sobre todo en el sistema

nervioso central, el higado y el rifion (Velasco y Alvarez, 1988).

La amitriptilina se metaboliza ampliamente en el higado, dando lugar entre
otros, al metabolito activo nortriptilina. Se e/imina principalmente por la orina, de forma
relativamente lenta (Del Rio, 1997), siendo su semivida de eliminaciéon entre 9-36
horas. La vida media de este farmaco en la poblacion adulta, es decir, el tiempo en el
que se reduce a la mitad su concentracion en plasma, estd entre las 16-26 horas,
teniendo en cuenta una dosis media de 50-300 mg/dia (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 a las 6 horas de administracion oral
en los seres humanos, momento en el que alcanza su mayor concentracion en plasma
(Reynolds, 1982). En ratones, la eliminacion de este farmaco se produce
aproximadamente pasadas 3 horas de la administraciéon aguda i.p. de 20 mg/kg
(Coudor¢ y cols., 1994a) 6 de 10 mg/kg tras 6 administraciones sucesivas (Coudoré y

cols., 1994b).
3.5.1.2. Farmacodinamica de la amitriptilina

Los antidepresivos triciclicos, como hemos dicho anteriormente, son un grupo
poco selectivo y actia sobre muchos sistemas de neurotransmision, como si fueran
cinco antidepresivos en uno, debido a que inhiben la recaptacion de noradrenalina,
serotonina y dopamina (que les confiere sus propiedades antidepresivas) y bloquean los
receptores postsinapticos muscarinicos, histaminicos y adrenérgicos o, (los causantes
de los efectos secundarios) (Stahl, 2002). A diferencia de los demas antidepresivos, la
amitriptilina consigue en humanos efectos secundarios apreciables desde dosis bajas

hasta dosis altas. El estudio in vitro de los antidepresivos en distintas areas del cerebro
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humano la sitiian entre los antidepresivos con mayor afinidad por los receptores H;, por

los receptores muscarinicos y por los receptores a; (Cusak y cols., 1994; Richelson y

Nelson, 1994).

A continuacién, en el Cuadro 3.e. se muestra el mecanismo de accion de la

amitriptilina en los distintos sistemas de neurotransmision en los que actaa:

ACCION DE LA AMITRIPTILINA SOBRE LOS NEUROTRANSMISORES

Acetilcolina

Afinidad por los receptores muscarinicos
Potencia anticolinérgica

Histamina

Afinidad por los receptores histaminérgicos H;

Noradrenalina

Afinidad por los receptores adrenérgicos o
Afinidad por los receptores adrenérgicos o,
Actividad inhibidora de la recaptacion de noradrenalina

T 22>

Serotonina

Afinidad por los receptores serotoninérgicos 5-HT}
Afinidad por los receptores serotoninérgicos 5-HTyc y
5-HTg/

Actividad inhibidora de la recaptacion de serotonina

«(?

Dopamina

Afinidad por los receptores dopaminérgicos D,
Actividad inhibidora de la recaptacion de dopamina

o
\
\

Cuadro 3.e. Accion de la amitriptilina sobre los sistemas de neurotransmision. Nota: T (alta), ©
(moderada) y { (baja). Elaborado a partir de: Azanza (2000), Brunello y Racagni (1998), Cusak y cols.

(1994), Richelson (1987).
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3.5.2. Indicaciones terapéuticas y efectos secundarios de la amitriptilina

La amitriptilina estd indicada principalmente para el tratamiento de la depresion,
pero ademas de ser un eficaz antidepresivo (Sauer y cols., 2003), también se emplea
como analgésico, para aliviar los dolores de cabeza, el dolor cronico y migranas (Guler
y cols., 2005; Khromow y cols., 2005; Lynch, 2001), utilizandose también como
tratamiento preventivo de la migrana (Berilgen y cols., 2005); y para tratamiento de la
cistitis (van Opheven y Hertle, 2005), estrés (Cavaljuga y cols., 2003b), etc. Puede ser
tan efectiva como los ansioliticos en las depresiones que cursan con sintomas
ansiogenos (Davidson, 2001). Dicho farmaco, que es un potente anticolinérgico (Sein y
cols, 2005), se suele usar como comparacion para los efectos de otros antidepresivos,
por ejemplo, para ver cual es el efecto anticolinérgico en humanos (e.g. Thompson,
1991) y en animales (e.g. Takahashi y cols., 1995). Ademas, como sabemos, la
poblacidn anciana es mas sensible a todo tipo de farmacos que el resto de ella; por lo
que, la amitriptilina no estd muy indicada para ellos, ya que potencia los efectos
adversos que provoca el farmaco en si (Helton y cols., 2006), como por ejemplo

cardiopatias (Taibjee y cols., 2005).

En el Cuadro 3.f. se resumen algunos efectos secundarios de la amitriptilina,

teniendo en cuenta el mecanismo de accion de los neurotransmisores.
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ALGUNOS EFECTOS ADVERSOS DE LA AMITRIPTILINA SOBRE LOS

NEUROTRANSMISORES
Acetilcolina | Afinidad por los receptores Sequedad de boca, estrefiimiento,
muscarinicos. excesiva sudoracion, taquicardias,
vision borrosa y retencion urinaria.
Histamina Afinidad por los receptores Accion sedativa, ganancia de peso,
histaminérgicos H;. sensacion de fatiga,
descoordinacion psicomotora,
aturdimiento y enlentecimiento
motor.
Noradrenalina | Afinidad por los receptores Hipotension postural (mareos y
adrenérgicos o, y o, caidas) y sedacion.
Actividad inhibidora de la Taquicardias, hipotension
recaptacion de noradrenalina. ortostatica, arritmias, sincopes y
trombosis.
Serotonina Afinidad por los receptores Insomnio, hipotension, aumento del
serotoninérgicos 5-HT. apetito y aumento de peso.
Actividad inhibidora de la Nauseas, dolores de cabeza y
recaptacion de serotonina. diarrea.
Dopamina Afinidad por los receptores Efectos sexuales, acatisia,
dopaminérgicos D, temblores y cambios endocrinos.
Actividad inhibidora de la Débil activacion psicomotora.
recaptacion de dopamina.

Cuadro 3.f. Algunos

efectos secundarios de la amitriptilina sobre los sistemas de neurotransmision.
Elaborado a partir de: Azanza (2000), Brunello y Racagni (1998), Cusak y cols. (1994), Cookson (1993),
Del Rio (1997), Frazer (1997, 2001), Fava (2000), Hindmarch (1999), Richelson (1987), Richelson y
Nelson (1984), Sachs y Guille (1999).

3.5.3. Amitriptilina y procesos cognitivos

3.5.3.1. Amitriptilina y procesos cognitivos en humanos

Los deterioros cognitivos asociados a los estados depresivos pueden mejorar con

la administracion de antidepresivos (Deuschle y cols., 2004), pero también pueden

persistir o incluso ser los responsables de tales problemas (Amado-Boccara y cols.,

1995). Si bien es cierto que todos los antidepresivos parecen poseer la misma
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efectividad clinica, no todos tienen el mismo impacto sobre la memoria. En concreto, el
tratamiento cronico con amitriptilina alivia los sintomas depresivos, pero ademas
deteriora el funcionamiento de otros procesos: dificultad para concentrarse, pensar,
calcular, tomar decisiones o juicios, comprender el lenguaje y recordar informacion
general o sobre todo eventos personales, con respecto a los sujetos que toman
antidepresivos y también en una clara perturbacion de la vida diaria del paciente
(Amado-Boccara y cols., 1995; Bassuk y cols., 1998; Dozois y Dobson, 2001; Fossati y
cols., 1999; Pelosi y cols., 2000; Riedel y van Praag, 1995; Thompson, 1991).

La investigacion pone de manifiesto que este farmaco afecta negativamente a la
memoria, tanto en su administracion aguda como crénica (Amado-Boccara y cols.,
1995; Lane y O’Hanlon, 1999; Riedel y van Praag, 1995; Thompson, 1991), en sujetos
no deprimidos como en deprimidos, jovenes o ancianos (Knegtering y cols., 1994; Lane
y O’Hanlon, 1999; Riedel y van Praag, 1995). La amitriptilina es el fairmaco mas
empleado para evaluar las funciones cognitivas, entre ellas la memoria (Thompson,
1991) debido a sus propiedades anticolinérgicas y sedativas (Cusak y cols., 1994;
Epstein y cols., 2003; Sein y cols., 2005) 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).

En algunos estudios donde se ha experimentado con sujetos no deprimidos y a
los que se les ha administrado amitriptilina de forma aguda, se ha observado que la
dosis de 25 mg deteriora 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
ademads redujo su habilidad psicomotora, incrementé el tiempo de reaccion y redujo su
atencion, incluso cuando la evaluacidon se pasaba a las 1, 2.25, 3.5, 6 6 9 horas del

tratamiento (Hindmarch, 1998; Kerr y cols., 1996), 6 2, 4 y 6 horas después (Hindmarch
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y cols., 2000). Ademas, segin Amado-Boccara y cols. (1995) la administracién aguda
de este farmaco en sujetos deprimidos, generalmente también ha provocado deterioro

cognitivo.

En la literatura especializada, la mayoria de los trabajos muestran una mejoria de
la memoria aproximadamente a la cuarta semana de tratamiento con antidepresivos en
sujetos deprimidos. En el caso de la amitriptilina, la normalizacién en las pruebas de
atencion se produce tras la tercera semana de tratamiento, ya que el impacto sedativo va
desapareciendo poco a poco, por efecto de la tolerancia (Amado-Boccara y cols., 1995;
Lane y O’Hanlon, 1999). Aunque se ha visto, en algunos estudios, que persiste el
deterioro cognitivo, en concreto, para la memoria implicita; como es el caso de
Lamping y cols. (1984) que administraron 105 mg/dia de manera crénica durante 28
dias, y comprobaron que afectd negativamente a la ejecuciéon de unas pruebas de
memoria de reconocimiento del material, pero no a las de recuerdo ni a la ejecucion
psicomotora. Ademas, la administracion de 116 mg/dia durante una semana, afectd
negativamente a la 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 (McNair y cols., 1984). Para la memoria a
largo plazo, la tolerancia a la amitriptilina no mejoré 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 ningun 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; por lo que, las
pruebas de atencion mostraron que los deprimidos contestaban un poco mas rapido que
los controles, pero en detrimento o disminucion de la rapidez de acertar mas (McNair y

cols., 1984). Tucha y cols. (2002) comprobaron que el enlentecimiento propio de los
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deprimidos se agravaba con el tratamiento de la amitriptilina. Su administracién 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 acompanada 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.
3.5.3.2. Amitriptilina y procesos cognitivos en animales

Los efectos derivados de la administracion de antidepresivos en animales han
sido muy variados en cuanto a tareas, procedimientos, cepas, dosis, etc. La
administracion antes del entrenamiento, de manera aguda, de 4 mg/kg de amitriptilina
deterior6 la adquisicion de la evitacion inhibitoria, lo cual mostré en las latencias del
test efectos significativamente deteriorantes en ratas (e.g. Shimizu-Sasamata y cols.,
1993) y en ratones (e.g. Takahashi y cols., 1995). En ratones modificados
genéticamente a los que se les habia acelerado el proceso de envejecimiento, se ha
observado que la administracion aguda de amitriptilina 45 minutos antes del

entrenamiento, no tuvo efecto sobre la evitacion inhibitoria (Suzuki y cols., 1995).

En otros casos, administrada de manera cronica durante 14 dias, mejor6 el
aprendizaje en aquellas ratas a las que se les sometid a efectos deteriorantes de la
bulbectomia, antes del entrenamiento, pero no se observaba este efecto si la

administracion era aguda o se daba solo durante 7 dias (Takeuchi y cols., 1997). El
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deterioro inducido por la escopolamina se potencid cuando se administré amitriptilina
antes (Yamaguchi y cols., 1995) ¢ 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 mostraron una peor consolidacion. En
nuestros estudios, la administracion de 7.5, 15 y 30 mg/kg también bloqued la
consolidaciéon de la evitacion inhibitoria en los ratones machos, y en las hembras en la
dosis de 7.5 y 15 mg/kg (Everss y cols, 1999). Ademés, en una tarea de evitacion
inhibitoria con la administracion de 30 mg/kg de amitriptilina, se ha observado que: (1)
la administracion aguda y cronica, deteriora la memoria en machos y hembras, (2) el
piracetan contrarresta el efecto deteriorante que ha provocado la amitriptilina
administrada de forma aguda en machos y hembras, y (3) el piracetdn también
contrarresta el deterioro de la amitriptilina administrada de manera crénica en machos,

pero no en hembras (Arenas y cols., 2005; Everss y cols., 2005; Parra y cols., 2006).

En ratas, la administracion pretest no influyé en el recuerdo del aprendizaje de la
evitacion inhibitoria (Klint, 1991). Sansone (1978) encontrd que la administracion de
2.5 y 5 mg/kg deterioraba la adquisicién del condicionamiento de evitacidon activa al
administrarla 15 minutos antes de cada sesioén y, en un estudio posterior y de disefio
similar, replicéd 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). Y para finalizar, diremos
que en otro estudio del mismo grupo de trabajo, se evaluo el efecto de la tacrina y el
piracetan donde se revirtio el deterioro inducido por la amitriptilina sobre el

condicionamiento de evitacion activa (Pavone y cols., 1997).
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Resumiendo, podemos decir que la amitriptilina parece afectar, en gran medida,
a los procesos cognitivos, tanto administrandola de manera aguda como cronica. Estas
cualidades de dicho antidepresivo, han de ser tenidas en cuenta antes de recetar este
farmaco a los pacientes; y también, no podemos olvidar la investigacion animal cuando

se va a realizar un estudio conductual, como es nuestro caso.
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4. MEMORIA
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4.1. INTRODUCCION

Los individuos somos el fruto de nuestras experiencias pasadas. Lo que
conocemos, lo que experimentamos, va configurando nuestras caracteristicas
individuales. Este proceso es posible gracias a la intervencion de las capacidades de
aprendizaje y memoria, mediante las cuales adquirimos nuevas respuestas que podran
influir, de forma méas o menos determinante, en nuestra conducta futura. Aunque es
dificil comprender procesos tan complejos, Squire (1987) definio el aprendizaje como
el proceso por el cual se adquiere nueva informacion, y memoria, como la persistencia
del aprendizaje en un estado al que se pueda acceder posteriormente. En cualquier caso,
ambos conceptos estan entrelazados. De hecho, el aprendizaje también suele definirse
como el proceso por el cual se adquiere la memoria y para poder constatar si ha tenido
lugar un aprendizaje o una memoria es necesario que induzcamos su evocacidon o
“recuerdo” (Sandi y cols., 2001). Asi, se tiende a pensar en la memoria como un ente
aislado, independiente y tangible; sin embargo, aprendizaje y memoria estan
intimamente unidos y es dificil hablar del uno sin hacer referencia al otro. Es decir, al
hablar de memoria debemos referirnos a otro proceso importante, el aprendizaje (Tarpy,
1986) y, de hecho, no se puede saber si algo se ha aprendido hasta que se intenta
recuperar posteriormente de la memoria. Si entendemos por memoria los cambios mas o
menos duraderos que se producen en el sistema nervioso como fruto de una experiencia,
antes necesariamente se ha tenido que dar esa experiencia para que se produzca el

aprendizaje (Kein, 1994).

Comprender la fisiologia de la memoria es el desafio fundamental de la
investigacion en Neurociencia (e.g. Barbeu y cols., 2005; Peters y cols., 2005). El
cerebro es complejo, y también lo son el aprendizaje y la memoria. Aunque los cambios

individuales que tienen lugar en las células cerebrales pueden ser relativamente simples,
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el cerebro se estima que consta de unas cien mil millones de neuronas. Por consiguiente,
aislar e identificar los cambios especificos responsables de un tipo concreto de memoria
resulta extremadamente dificil. De manera parecida, aunque los elementos de una
determinada tarea de aprendizaje pueden ser simples, sus implicaciones para un
organismo pueden resultar muy complejas. Puede que la conducta que el investigador
observa y mide, constituya solo uno de los multiples cambios resultantes de una
determinada experiencia. Sin embargo, a pesar de estas dificultades, los largos afios de
trabajo parecen estar dando su fruto al fin. Se han desarrollado enfoques y métodos
nuevos a partir de los antiguos, habiéndose producido un progreso real en la
comprension de la anatomia y la fisiologia del aprendizaje y el recuerdo (Carslon,

2006).

Los organismos vivos adquieren, conservan y utilizan todo un conjunto de
informaciones y de conocimientos que son tratados y almacenados por el sistema
nervioso; no hay conocimiento ni inteligencia sin memoria. De todos modos la memoria
no es un registro pasivo de experiencias vivas. La maquina neural crea informacion, el
recuerdo que tenemos de un hecho estd impregnado de impresiones y de imagenes que
reflejan nuestra interpretacion de ese hecho y nuestra propia historia, a lo que se afiaden
las senales elementales transmitidas por nuestros sentidos. De este modo nuestra
memoria no solo encierra nuestras percepciones, nuestros actos y sus fines; sino
también nuestros sentimientos, nuestra imaginacion e incluso el camino seguido por
nuestro pensamiento. El conjunto de experiencias almacenadas en el cerebro es la marca

de nuestra identidad (Laroche, 1999).
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4.2. ESTADIOS DE MEMORIA

Los intentos de clasificacion de la memoria han sido multiples y, por tanto, se
han propuesto distintas divisiones. Basandonos en Sandi y cols. 2001, existen dos tipos
principales de clasificacion de la memoria centrdndonos en dos criterios: (1) de acuerdo
al curso temporal de la memoria (fases de la memoria), y (2) atendiendo a los

contenidos o procesos de memoria (tipos de memoria).
4.2.1. Fases de l1a memoria

La informacion requiere un tiempo en adquirirse y dicha informacion también
necesita tiempo para ser accesible al recuerdo, por lo que, se han distinguido varias
fases de la memoria. A continuacion se expone una serie de conceptos que aglutinan un
alto consenso en el area de la Neurociencia conductual, por haberse formulado a partir
de numerosos datos empiricos obtenidos mediante la aplicacion de diversas técnicas
(farmacologicas, de lesion, neurodegenerativas) en distintas especies animales (moscas,
pollos, roedores) (DeZazzo y Tully, 1995). Se ha propuesto una clasificacion que parte
de una idea antigua, como por ejemplo la de Atkinson y Shiffrin que propusieron en
1968, que existen tres etapas en el almacenamiento de la informacion: memoria

sensorial, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo.

La memoria sensorial o inmediata recoge durante un breve periodo de tiempo
(0.25 a 4 segundos) copias exactas de estimulos externos (visuales, auditivos, etc.). Por
supuesto, no todos los estimulos presentes en un determinado momento son objeto de
¢ésta, sino solo aquellos para los cuales prestamos atencion (labor selectiva). Aqui, la
informacion no sufre ningln tipo de procesamiento, y desaparece con la entrada de

estimulos nuevos (Duka y cols., 1996; Klein, 1994).
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Dentro de los diversos tipos de memoria centradas en los 6rganos sensoriales,
destacan, la memoria iconica y la memoria ecoica. LLa memoria iconica almacena copias
visuales (iconos), y dura entre 0 y 1 segundo; y la memoria ecoica almacena copias
auditivas (ecos), tendiendo una duracion entre 2 y 4 segundos. La duracion de la ecoica

es mayor que la iconica, debido a la mayor permanencia de los ecos (Klein, 1994).

La memoria a corto plazo es un sistema para almacenar una cantidad limitada de
informacion durante un corto periodo de tiempo (de 15 a 30 segundos), la informacion
es interpretada y organizada para poder acceder a la memoria a largo plazo o decaer
paulatinamente; es decir, es una memoria fragil y transitoria que enseguida se desvanece
y que resulta muy vulnerable a cualquier interferencia (Morgado, 1998; Sandi y cols.,
2001). Sin embargo, otros autores han considerado el término memoria a corto plazo, el
cual se desarrolla en unos pocos segundos o minutos y dura algunas horas, como
opuesto a la denominada memoria inmediata y a la memoria a largo plazo, ya que esta
ultima se consolida lentamente y es relativamente permanente (Izquierdo y cols., 2000c;
Medina y cols., 1999). Por otro lado también se ha visto, en el desarrollo de tests de
retencion, que casi siempre hay una disminuciéon entre la memoria medida
inmediatamente después del entrenamiento y la memoria medida entre 1.5 y 3 horas
después del entrenamiento; esto refleja la diferencia en los registros de retencion entre

memoria de trabajo, memoria a corto plazo y no extincion (Medina y cols., 1999).

Un tipo peculiar de memoria a corto plazo es la memoria de trabajo, pero en
ocasiones se utiliza como sindnimo de ésta. Este término se aplica al almacenamiento
temporal de informacion que necesita mantenerse accesible mientras esta siendo objeto
de un procesamiento. Se trata de un tipo de memoria particularmente empleada durante
el aprendizaje de destrezas complejas que requieren la representacion simultanea de

distintos tipos de informacién para su procesamiento cognitivo. Por ejemplo, la
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memoria que utilizamos cuando realizamos mentalmente un problema matematico
complejo, o cuando entramos por primera vez en unos grandes almacenes, donde
debemos orientarnos, etc. (Sandi y cols., 2001). Hay otros autores que consideran la
memoria de trabajo como una especie de memoria explicita a corto plazo (Kandel y
cols., 1997; Morgado, 1998), y otros que es independiente de la memoria a corto plazo o
es una especie de transicion a la memoria a largo plazo, diciendo que hoy en dia se
diferencia entre memoria a corto plazo, memoria de trabajo y memoria a largo plazo
(Laroche, 1999). Por lo tanto, existen autores que nos dicen que no hay que confundir la
memoria de trabajo con la memoria a corto plazo, ya que son tipos de memoria
separadas y que estan integradas en areas cerebrales diferentes (Barros y cols., 2002a,

2005; Izquierdo y cols., 1998, 2002).

La memoria intermedia es un tipo de almacén necesario e intermedio entre la
memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo (Farkas y Crowe, 2000; Kandel y
cols., 1997; Matthies, 1989; Rosenzweig y cols., 1993). Esta memoria intermedia
funcionaria como un sistema de busqueda o recuperacion y seria relativamente
susceptible de alteracion. Izquierdo y cols. (2000b) no apoyan la existencia de este
almacén intermedio de la informacion y consideran que este tipo de memoria, que se
forma en unos segundos o minutos y que perdura durante varias horas, constituye

realmente la memoria a corto plazo.

La memoria a largo plazo o de referencia es un sistema para almacenar una
gran cantidad de informacion durante un tiempo ilimitado. A diferencia de la memoria a
corto plazo, es una memoria estable y duradera, muy poco vulnerable a las
interferencias (Morgado, 1998; Sandi y cols., 2001). Sin embargo, no siempre se
consigue recordar toda la informacion almacenada en la memoria a largo plazo, la

recuperacion de la misma, segiin Klein (1994) puede verse impedida por sucesos como:
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la interferencia (la presencia de otros recuerdos en la memoria a largo plazo puede
impedir el recuerdo de una experiencia concreta) y la ausencia de estimulo especifico
(también el recuerdo de esta informacion puede verse alterado por la falta de un

estimulo que permite recuperar esa memoria).

El proceso por el cual la memoria a corto plazo se convierte en memoria a largo
plazo ha sido denominado consolidacion de la memoria, porque los recuerdos se hacen
“solidos”. Una vez consolidadas, las memorias son relativamente estables, pero el
proceso mismo de consolidacion parece ser gradual y la memoria a largo plazo suele
presentar grados crecientes de estabilidad a medida que pasa el tiempo y con la repetida
evocacion de la informacion almacenada (Carlson, 2006; Morgado, 1998); siendo dicho
periodo de evocacion de la memoria variable y con diversidad de opiniones (e.g.
Alberini, 2005; Boccia y cols., 2005; Cammarota y cols., 2004; Dudai y Eisenberg,
2004).

Sin embargo, hay estudios realizados que muestran que la memoria a corto plazo
y la memoria a largo plazo implican mecanismos separados (Izquierdo y cols., 2000c;
Walz y cols., 2005). Estos autores administran sustancias para ver la actividad neural en
zonas restringidas del hipocampo y éreas vecinas, y miden su repercusion en la
evitacion inhibitoria en ratas. Izquierdo y cols. (2000c) han administrado cuatro
tratamientos experimentales, y han observado que se puede bloquear la memoria a corto
plazo sin que se vea afectada la memoria a largo plazo. Esto nos sugiere que para que se
de la memoria a largo plazo no es necesario que se procese primero la memoria a corto
plazo, sino que se trata de procesos paralelos (Izquierdo y cols., 1998, 1999, 2000c;
Medina y cols., 1999).
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A modo de resumen, se podria decir que en el entorno neurobioldgico se
considera que para que llegue a formarse una memoria a largo plazo, han de tener lugar
las dos fases previas; es decir, la informacion se estableceria en una memoria a corto
plazo, a continuacién vendria una memoria intermedia, y finalmente una memoria a
largo plazo (Sandi y cols., 2001). Por tanto, la formacién de la memoria requiere una
serie de etapas sucesivas (ver Figura 4.1.): (1) recibir y codificar la informacion que
llega al almacén a corto plazo (Adquisicion), (2) para que después pueda almacenarse
gradualmente en la memoria a largo plazo (Consolidacion); y gracias a las etapas
anteriores, (3) acceder a esa informacion mediante el recuerdo (Evocacion o
Recuperacion). Todas estas etapas estan relacionadas entre si, por lo que un fallo en

alguna de ellas repercutiria en las demas (Baddeley, 1994).

APRENDIZAJE | m™—> | MEMORIA m——> | RECUERDO
Adquisicion Consolidacion Evocacion

Figura 4.1. Modelo esquematizado de los procesos cognitivos durante la formacion de la memoria.
Tomado de Sandi y cols., 2001, p. 78.

El estudio de estas fases por separado es complicado, ya que las técnicas
tradicionalmente empleadas pueden estar afectando a mas de una durante el proceso,
aunque el empleo de nuevas técnicas farmacologicas, genéticas o lesiones reversibles,
estan concretando cada vez mas dichas caracteristicas (Abal y Lattal, 2001; Izquierdo y

McGaugh, 2000).

En la Figura 4.2. se presenta un esquema de las fases de la memoria descritas en

este punto.
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Consolidacion
Informacién Memoria a [j Memoria a
Sensorial > Corto Plazo ] Largo Plazo

1 l

< ——

A

Repeticion

Figura 4.2. Modelo secuencial de la adquisicion de la informacion. Extraido de Carlson (2006).

4.2.2. Tipos de memoria

Como se ha comentado anteriormente, son diversas las clasificaciones de la
memoria, bien atendiendo a su duracién o al contenido de ella. En este punto se
expondran tipos de memoria en funcion de la clase de informacién que almacenan, es

decir, en base a su contenido.

Una de las ideas mas debatidas es establecer la distincion de cuales son los
diversos componentes de la memoria a largo plazo, los cuales dependen de estructuras
cerebrales distintas (Potlster, 1993; Squire y Zola, 1996). A continuacién seguiremos la
clasificacion de Thompson y Kim (1996), que es una adaptacion de Squire y Zola
(1996); diciendo que la memoria a largo plazo se divide en: memoria no declarativa o

implicita y memoria declarativa o explicita.

La memoria no declarativa o implicita es la memoria sobre habilidades y

destrezas, y sobre reacciones emocionales ante estimulos del ambiente. Generalmente
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no es accesible al conocimiento consciente y no puede expresarse con palabras. Su
aprendizaje es lento, pero mas seguro que en el caso de la memoria declarativa (Squire y
Zola, 1996) y menos flexible, es decir, mas especifica de las condiciones en las que la
informacion se adquiere (Reber y cols., 1996). En este tipo de memoria se acumula
destreza y automatizacion a través de ensayos reiterados, aunque no haya consciencia de

la informacion y del aprendizaje logrados.

La memoria implicita puede ser de dos tipos: aprendizaje no asociativo y
aprendizaje asociativo. El aprendizaje no asociativo se produce cuando se expone a un
sujeto, una o repetidas veces, a un solo tipo de estimulo, adquiriendo experiencia y no
teniendo necesariamente una relacion temporal. Hay dos tipos de aprendizaje no
asociativo que son muy frecuentes en la vida diaria: la habituacion y la sensibilizacion.
La “habituacion” es un descenso de la respuesta a un estimulo moderado, repetitivo. La
“sensibilizaciéon” es un fortalecimiento de la respuesta a una amplia variedad de
estimulos, que sigue a un estimulo intenso o nocivo. Ademas, un estimulo sensibilizador
puede anular los efectos de la habituacion, llamandose a este proceso “deshabituacion”.
La sensibilizacion y la deshabituacion no dependen del momento exacto en que se da el
estimulo intenso respecto al estimulo mas débil: no se necesita una asociacion entre los

dos estimulos (Kandel y cols., 1997).

El aprendizaje asociativo implica asociaciones entre eventos, bien un estimulo y
una respuesta, una respuesta y sus consecuencias o bien entre dos o mas estimulos. Los
dos paradigmas experimentales que se han estudiado ampliamente son: el
condicionamiento clasico y el condicionamiento operante. El ‘“condicionamiento
clasico” implica aprendizaje de una relacion entre dos estimulos, mientras que el
“condicionamiento operante o instrumental” implica aprendizaje de una relacion entre

un estimulo y la conducta de un organismo (Kandel y cols., 1997). Como vemos, se ven
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implicadas respuestas emocionales y respuestas musculares esqueléticas. Algunos
autores incluyen las habilidades y los habitos como procesos pertenecientes a la
memoria no declarativa (Squire y Zola, 1996; Thompson y Kim, 1996). Las
“habilidades”, a diferencia de los hdbitos, son procedimientos motores, perceptibles y
cognitivos que sirven para desenvolverse en el mundo; mientras que los “habitos” son
como tendencias que guian la conducta y que se desarrollan a partir de una determinada

situacion, hecho de lo que podemos ser o no conscientes.

La memoria declarativa o explicita se refiere a la capacidad de mantener en la
memoria los acontecimientos relacionados con el aprendizaje (Baddeley, 1994), que
también se puede llamar relacional. Esta memoria nos permite tener consciencia de la
tarea aprendida, siendo capaces de describirla (Thompson y Kim, 1996). Ademas,
codifica informacién sobre acontecimientos autobiograficos, asi como sobre
conocimientos de hechos. Su formacion depende de procesos cognitivos tales como
evaluacion, comparacion e interferencia. Las memorias explicitas pueden recordarse por
un acto deliberado de evocacion (Kandel y cols., 1997); su aprendizaje es rapido pero
no seguro, ya que es posible que se produzca el fenémeno de olvido, pero es flexible.
Seria un tipo de memoria perceptiva sobre la que podemos pensar y hablar.
Anatémicamente, depende de estructuras y proyecciones ubicadas en el l16bulo temporal
medial, siendo fundamentalmente el hipocampo, la zona cerebral més implicada para

este tipo de memoria (Carlson, 2006).

Segtin Rolls (2000) hay dos tipos de memoria declarativa o explicita: la memoria
episodica (memoria para episodios particulares o acontecimientos vividos) y la memoria

semantica (memoria para los datos concretos aprendidos).
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La memoria episodica es un tipo de memoria autobiografica, necesaria para
aquello que sucede en el contexto espacio-temporal concreto y que nos permite
conservar experiencias personales (Nyberg y Tulving, 1996). Sirve principalmente para
orientarse en el tiempo y en el espacio, permitiendo también el recuerdo de sucesos
puntuales, con lo que aumenta la memoria semantica. Algunos autores postulan que la
memoria episddica es indispensable para la memoria semantica (Baddeley, 1994),
mientras que para otros esto se pone en duda (Squire y Zola., 1996). La memoria
semantica es mas genérica y hace referencia al conocimiento que se tiene del mundo

(Nyberg y Tulving, 1996).

La memoria espacial, muy estudiada en los animales (e. g. Bunce y cols., 2003;
Clapcote y cols., 2005; Lu y cols., 2005; Melo y cols., 2005; Yau y cols., 2002), es otro
ejemplo de memoria explicita. El animal explora el ambiente, se desplaza y construye
un mapa cognitivo de su entorno, que le permite representar simultdneamente las
relaciones espaciales entre diferentes puntos significativos (como por ejemplo, formar
mapas cognitivos utilizandolos para guiarse hasta la comida u otras recompensas). Este
mapa, construido gracias a la integracion de las informaciones sensoriales adquiridas
sucesivamente a lo largo de sus desplazamientos, proporciona un marco de referencia en
el que se encuentran ubicados los objetos, el mismo sujeto y todo el lugar, ocupado o
no. O’Keefe y cols. (1971) descubrieron que en el hipocampo hay neuronas que se
activan especificamente cuando un animal pasa por un determinado lugar de su entorno.
Estas neuronas, llamadas neuronas de lugar, son muy numerosas en el hipocampo
(Laroche, 1999). Experimentos con procedimientos tales como el laberinto radial de
Olton o el laberinto acuatico de Morris, han ayudado a establecer que este tipo de
memoria tiene una capacidad y una duracion mucho mayor en animales que la memoria
a corto plazo normal en humanos. De todas formas, algunos autores defienden que este

mismo tipo de memoria podria existir a largo plazo (Carlson, 2006; Laroche, 1999).
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No obstante, hay que afiadir, que mencionados tipos de memorias explicitas
(memoria episodica, semantica y espacial) se siguen estudiando en la actualidad para
poder seguir esclareciendo dudas sobre ellas; viendo asi como actian en nuestro cerebro
y que existen multiples teorias al respecto (e.g. Buzsaki, 2005; Moscovitch y cols.,

2005).

En el Cuadro 4.a. se presenta un esquema de los diversos tipos de memoria

definidos en este punto.

MEMORIA A LARGO PLAZO

e MEMORIA NO DECLARATIVA O IMPLICITA
- Aprendizaje no asociativo
= Habituacion
* Sensibilizacion
- Aprendizaje asociativo
* Condicionamiento clasico
* Condicionamiento instrumental u operante
» Habilidades y habitos (procedimental)
e MEMORIA DECLARATIVA O EXPLICITA
* Semantica
= Episodica
= Espacial

Figura 4.a. Tipos de memoria.

4.3. NEUROBIOLOGIA DE LA MEMORIA

Conocer bien los mecanismos cerebrales implicados en la organizacion de las
funciones cognitivas es una tarea extremadamente dificil, dada la enorme complejidad
del cerebro en todos y cada uno de sus elementos, niveles e interrelaciones entre los

mismos. No obstante, el avance reciente en este area es patente (Sandi y cols., 2001).




4. MEMORIA 30

No existen centros nerviosos aislados ni un tnico centro donde se almacene o
“localice” la memoria. La memoria no es un concepto unitario mediado por un unico
sistema neuroanatomico. La mayoria de las investigaciones y aportaciones sobre las
estructuras cerebrales que podrian estar implicadas en el aprendizaje y almacenamiento
de las experiencias, se ha producido en las tltimas décadas. El estudio de pacientes con
lesiones cerebrales subcorticales, con sindrome de Wernicke-Korsakoff o Alzheimer,
han contribuido enormemente a este auge. Un ejemplo que podemos citar y que ha sido
muy estudiado, es el caso del paciente H.M. (e.g. Carlson, 2006; Kandel, 1997;
Laroche, 1999; Morgado, 1998). A este paciente le extirparon las areas mediales de sus
lobulos temporales para aliviarle de su epilepsia. Esta lobectomia temporal medial
bilateral también elimind parte del hipocampo, la amigdala y la corteza adyacente;
estructuras todas ellas de gran importancia en la memoria. La operacion, aunque fue un
¢éxito a nivel clinico, le produjo graves dafos en la memoria: H.M. fue incapaz de
recordar eventos recientes aun cuando su memoria de trabajo, el recuerdo de eventos
menos recientes y el aprendizaje de habilidades permanecian intactos. Sin embargo,
para la ciencia, su evaluacion supuso el postulado de nuevas teorias acerca de la
memoria y del almacenamiento de la informacién, siendo “la piedra Roseta” de las
bases neurales de la memoria, a partir de la cual, se generd una actividad investigadora

amplisima (Pinel, 2001).

Se han realizado experimentos controlados con animales y se han seguido
investigando casos clinicos de pacientes, con alglin tipo de amnesia, para asi avanzar en
el estudio. Ademas, en los ultimos afios se ha incrementado el interés por estudiar los
procesos moleculares y estructurales de la memoria. Prueba de ello es la concesion en
2000 del Premio Nobel en Fisiologia y Medicina a Eric Kandel, por su contribucion a la

investigacion sobre mecanismos moleculares implicados en la formacion de la memoria.
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4.3.1. Neuroanatomia de la memoria

No hay actividad nerviosa que no se vea afectada en alguna medida por el
aprendizaje y la memoria, dada la gran cantidad de aprendizajes y memorias posibles.
La capacidad de adquirir, almacenar y evocar informacion implica muchas dareas
cerebrales de las cuales algunas desempefian un papel mas relevante que otras. Como
dijeron Kandel y cols. (1997) “las bases neurales de la memoria se resumen en dos
principios generales: (1) la memoria tiene fases, y (2) la memoria se localiza en

diferentes lugares en todo el sistema nervioso.

A continuacion, se destacan las areas relevantes en la memoria, no sin antes
sefalar y coincidir con Jarrard (2001) en que la dificultad de entender e integrar todos
los estudios reside en considerar ciertas estructuras como pertenecientes o no a
determinadas areas, en entender la importancia del area lesionada y su extension, asi

como a diferencias en la terminologia empleada en la literatura cientifica.

El cerebelo es una estructura esencial en el aprendizaje (Chen y Desmond, 2005;
Chen y Wolpaw, 2005; Sacchetti y cols., 2005), siendo ampliamente investigado su
papel en el condicionamiento de respuesta de la membrana nictitante en conejos
(Stanton, 2000; Thompson y Krupa, 1994) y en otros circuitos (Raymond y cols., 1996).
Aunque en un principio se le dio un papel limitado en el control motor, mas tarde se ha
reconocido su implicacion en la memoria de trabajo, la memoria implicita y la explicita

(Desmond y Fiez, 1998; Wiggis y cols., 1999).

Sobre el tdlamo, sus conexiones y estructuras adyacentes, se han realizado
numerosas investigaciones en memoria (Bailey y Mair, 2005; Henry y cols., 2004;
Mitchell y Dalrymple-Alford, 2005; Sarnthein y cols., 2005; Saunders y cols., 2005). El

estudio de la amnesia anterdgrada, propia de recuerdos explicitos, y la amnesia
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retrograda (como es el caso del sindrome de Korsakoff), han mostrado 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 (la mayoria de la
informacion sensorial pasa por el tdlamo). Segun Squire y Zola (1996) el tdlamo medial
y el 16bulo temporal medial (de quien recibe proyecciones) juegan un importante papel
en el aprendizaje y la memoria. Una lesion en el tdlamo medial tiene repercusiones en la
memoria explicita, aunque los lobulos temporales mediales estén intactos (Gabrieli,
1998). El tdlamo, junto con otras estructuras, se activa ante tareas que requieren el

recuerdo de informacion episodica (Wiggs y cols., 1999).

Para Gaffan (2001) un sistema de memoria seria un area cortical especializada
cuya Unica y esencial funcion fuera la memoria, pero reconoce que quizas la memoria
no tenga una funcion localizada en la corteza cerebral. Las éareas 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,
ademads de las sensoriales, permiten la planificacién y adaptacion de la conducta a las
informaciones que se reciben en ese momento (memoria de trabajo) (Arnsten, 1998;
Eichenbaum y cols., 1996). También la corteza de asociacion en sus distintas
modalidades sensoriales es esencial para el reconocimiento de objetos (Carlson, 2006).
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 mediante técnicas de neuroimagen refleja que las
zonas de la corteza parietal, del giro frontal y la corteza prefrontal anterior responden

mas a las palabras estudiadas que a las nuevas (recuerdo explicito), mientras que zonas
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de la corteza temporal y del giro frontal 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); como también es el caso de la relacion que se establece entre la memoria
de trabajo y la corteza prefrontal (Astur y cols., 2005). Tanto la corteza prefrontal como
la amigdala son dos componentes vitales del circuito que sustenta las emociones en el
cerebro (Davidson e Irwin, 1999). Ademads, la corteza prefrontal también esta

involucrada en los procesos de aprendizaje espacial (Melo y cols., 2005).

Los lobulos temporales son regiones pertenecientes al telencéfalo (Carslon,
2006). El paciente E.P. tenia lesionados los lobulos temporales mediales por una
encefalitis (incluyendo la amigdala, el hipocampo y la corteza entorrinal); €1 conservaba
la memoria inmediata, la no declarativa y recuerdos de su infancia, pero tenia amnesia
anterégrada y retrograda para los hechos y conocimientos personales semanticos
(Stefanacci y cols., 2000). Se ha observado que el 16bulo temporal medial se activa con
el recuerdo de las memorias declarativas, lo cual parece que se correlaciona con mayor
exactitud en la informacion; su activacion también se refleja en el aprendizaje
procedimental que estd mediado por el cuerpo estriado y que es esencial para el
comienzo del aprendizaje de habilidades y para la memoria declarativa reciente
(Gabrieli, 1998). Ademas, las nuevas memorias son almacenadas en las estructuras del
l6bulo temporal medial a corto plazo, pero que luego se reorganizan y consolidan en la

neocorteza hasta consolidarse a largo plazo (Murria y Bussey, 2001).

Aunque la formacion hipocampal parece estar muy implicada en varios tipos de
memoria, es la estructura cerebral que parece estar mas relacionada con la memoria

declarativa (Eichenbaum, 1997, 1999; Eichenbaum y cols., 1996; Squire, 1992). La
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formacion hipocampal es una region especializada localizada en el sistema limbico,
concretamente en su corteza y en el 16bulo temporal. Se ha observado que un dafio
bilateral de la formacion hipocampal produce una amnesia anterograda severa (Squire y

Zola, 1996).

El papel principal de la formacién hipocampal parece provenir de la
organizacion de la memoria, manteniendo conexiones entre recuerdos adquiridos de
forma independiente y permitiendo el acceso a un conjunto de memorias relacionadas
una vez se activa la recuperacion de una memoria particular (Alkon y cols., 1991). Esta
estructura estaria involucrada en las representaciones que implican cualquier tipo de
relacion entre estimulos o recuerdos (Alkon y cols., 1991; Eichenbaum, 1997;
Eichenbaum y cols., 1996). En dicha formacion cerebral la informacion circula de la
corteza entorrinal hacia el giro dentado, de ahi al hipocampo, subiculum y vuelve a la
corteza entorrinal antes de regresar a las areas sensoriales (Gluck y Myers, 1998). El
subiculum media las interacciones entre la formacion hipocampal y la corteza cerebral
(O’Mara y cols., 2000), y solo la informacion muy integrada alcanza la formacién
hipocampal (Lavenex y Amaral, 2000). Las lesiones de la formacién hipocampal
revelan deterioro de la memoria declarativa y de la memoria de acontecimientos

recientes (Squire y cols., 2001).

La importancia del “giro dentado” viene determinada por su relaciéon con los
subcampos hipocampales CA1 y CA3 en la amnesia anterograda (Gabrieli, 1998). Se
sabe que la serotonina estimula la proliferacion de neuronas en este area (Gould, 1999)
y que la administracion repetida de descargas eléctricas en ratas, dobla el numero de

células creadas en este area (Madsen y cols., 2000).




4. MEMORIA 85

La “corteza entorrinal” es la fuente principal de entradas hacia la formacion
hipocampal y ademés de proyectar a la circunvolucion dentada, tiene proyecciones
directas y reciprocas a las regiones CA1l y CA3 del hipocampo y al subiculum (Lavenex
y Amaral, 2000). Parece que su papel es transitorio y temporal por cuanto disminuye la
informacion de distintos lugares de la neocorteza para su almacenamiento gradual y esta
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 informacién procesada por la amigdala y el hipocampo durante y después del
entrenamiento (Izquierdo y Medina, 1997a) y es fundamental para la memoria de

reconocimiento (Suzuki y cols., 1993).

El “hipocampo” es critico para el aprendizaje y la memoria al establecer
extensas y reciprocas conexiones con la neocorteza (Gluck y Myers, 1998; Lavanex y
Amaral, 2000; Rosenbaum y cols., 2001). Es esencial para la memoria declarativa en
humanos, tanto semantica como episodica (Cipolotti y cols., 2001; Eichenbaum, 1997;
1999; 2001; Eichenbaum y cols., 1996; Gluck y Myers, 1998; Nadel y Moscovitch,
1997, 2001; Roll, 2000; Squire, 1992; Suzuky y Clayton, 2000). 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 (Ambrogi Lorinzini y cols., 1999; Chan y
cols., 2001; Eichenbaum, 1996, 1999; Squire, 1992). 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).
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Aunque se creyo 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 de éste para ser almacenada en otros sistemas de manera permanente; (2) se
guardaria en la corteza, pero necesitaria la participacion del hipocampo para su
consolidaciéon y recuerdo, mientras que la memoria fuera todavia nueva; y (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 informacién a través de la estabilizacion de diversas formas de
memoria guardadas en otras areas del cerebro (teoria del trazo multiple). Es decir, las
investigaciones nos dicen que forma parte de la consolidacion y retencion de la
memoria (Bevilaqua y cols, 2005; Bonini y cols., 2003; Cammarota y cols., 2004;

Ferreira y cols., 2003; Pape y cols., 2005).

El hipocampo no es solo esencial para las primeras fases de la memoria, sino
ademads para el recuerdo en el que se generan nuevas codificaciones que también lo
implican (Nadel y Bohbot, 2001). La pérdida de volumen hipocampal asociada con la
depresion explicaria los problemas de memoria en estos trastornos conductuales
(Sheline y cols., 1996, 1999) y podria ser el resultado del incremento de la muerte
neuronal por niveles andmalos de glucocorticoides en las células piramidales CA3 del
hipocampo (Sapolsky, 2000; Sapolsky y cols., 1983, 1986). Es en este area donde
también se ha descubierto la neurogénesis en el cerebro de adultos (Gould y cols.,
1998), nuevas células cuya funciéon no se cefiria a afiadir memoria sino a situar

estratégicamente nuevos guardianes en la entrada de la memoria (Kempermann, 2002).
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Es importante mencionar que la potenciacion a largo plazo pertenece a la
biologia molecular de la memoria (Pollak y cols., 2006), siendo un tipo de
neuroplasticidad celular descubierta al principio del hipocampo y mas tarde en otras
areas cerebrales, y parece ser el cambio neuronal capaz de proporcionar una base para la

memoria (Malenka y Nicoll, 1999).

Como hemos mencionado, la region hipocampal es critica para el aprendizaje y
la memoria. En la Figura 4.3. se esquematiza la region hipocampal, con las estructuras

cerebrales localizadas en el interior del 16bulo temporal medial.

El fornix es la mayor proyeccion hipocampal subcortical que existe en nuestro
cerebro, y sus lesiones provocan efectos leves en la memoria (Squire y Zola, 1996). En
experimentacion animal, se ha visto que el entrenamiento en algunas tareas, incrementa
la fosforilizacion hipocampal del CREB, pero no en aquellos en los que el fornix esta

lesionado y a los que les fue imposible aprender (Taubenfeld y cols., 1999).
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Figura 4.3. Estructuras de la region hipocampal. Esta region incluye el hipocampo y cerca estan el giro
dentado, el complejo subicular y la corteza entorrinal. La estructura mas externa (la corteza entorrinal)
recibe informacion altamente procesada de las modalidades sensoriales y de las areas de asociacion. La
informacion circula bruscamente de manera unidireccional de la corteza entorrinal hacia el giro dentado,
de ahi al hipocampo, al complejo subicular y vuelve a la corteza entorrinal antes de regresar a las areas
sensoriales. El camino por donde circula la informacion tiene muchas conexiones entre las estructuras de
esta region. Ademas, el hipocampo tiene “inputs” o “outputs” a través del fornix que conexionan con
estructuras subcorticales. Adaptado de Gluck y Myers (1998).
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La amigdala ha sido una estructura muy estudiada y guarda una estrecha
relacion con la memoria (Barros y cols., 2002, 2005; Bonini y cols., 2005; Lalumiere y
cols., 2005; Miranda y McGaugh, 2004; Schafe y LeDoux, 2000; Schafe y cols., 2005;
Schneider y cols., 2003), siendo vital para la consolidacion de la memoria emocional,
como han demostrado los estudios en los que su lesion la bloquea (McGaugh, 2000;
McGaugh y cols., 1996; Roozendaal, 2000; Roozandaal y McGaugh, 1996). Para Torras
y cols. (2001) la amigdala seria un sistema modulador de la memoria: (1) si su
activacion facilita/deteriora la memoria; (2) si no fuera necesaria para los procesos de
aprendizaje y memoria, pero si para la manifestacion de los efectos moduladores de
otras sustancias; y (3) si modula el almacenamiento de la memoria en otras zonas, como
por ejemplo el hipocampo. El papel de los glucocorticoides y de la epinefrina en la
memoria también estd mediado por la amigdala (McGaugh y cols., 1996; Roozendaal,

2000), asi como la potenciacion a largo plazo (Kim y Jung, 2006; Maren, 1999, 2005).

La amigdala estd relacionada con los aprendizajes emocionales y con el
almacenamiento de memorias afectivas, por lo que posibilitaria la formacion de
asociaciones entre estimulos y recompensas que ayudarian a establecer el significado
emocional de diferentes situaciones, tanto en animales como en seres humanos
(Adolphs y cols., 1998; Anderson y Phelps, 2001; Garcia y cols, 1999; Maren, 1999;
McGaugh y cols., 1996; Morris y cols., 1998; Torras y cols.,, 2001) y juega un papel
fundamental en los condicionamientos clésicos (Schafe y LeDoux, 2000; Wilensky y
cols., 2000). La amigdala tiene un papel modulador en los condicionamientos clasicos y
en la evitacion inhibitoria, pero no en el condicionamiento de miedo (Wilensky y cols.,
2000). Sin embargo, el entrenamiento de este condicionamiento, la consolidacion y la
reconsolidaciéon se bloquean si se impide la sintesis de proteinas con la administracion
de anisomicina después del entrenamiento y antes del test, respectivamente (Nader y

cols., 2000).
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En el cuerpo estriado parece que se almacenan los recuerdos que se forman a lo
largo de muchos ensayos (formacion de destrezas y habitos), para establecer relaciones
sistematicas entre los estimulos-respuestas, y que actia en paralelo junto al hipocampo

y la amigdala (Ambrogi Lorenzini y cols., 1999).

En la Figura 4.4. se resumen los tipos de memoria y las diferentes areas
cerebrales implicadas. De cualquier modo, conseguir localizar el circuito cerebral
implicado en cada tipo de memoria no significaria que se pudiera localizar en un area
concreta, dada la naturaleza compleja del cerebro de los vertebrados. Ademas, incluso
localizandolas para cada funcion, podemos encontrar variaciones y asi, por ejemplo,
algunas investigaciones han mostrado que los cerebros de los ancianos emplean para la

misma tarea, areas diferentes que las empleadas por los jovenes (Grady, 2000).

MEMORIA A LARGO PLAZO
MEMORIA DECLARATIVA MEMORIA NO DECLARATIVA
O EXPLICITA O IMPLICITA
HECHOS | EVENTOS DESTREZAS APRENDIZAIJE APRENDIZAIJE
Y HABITOS ASOCIATIVO NO ASOCIATIVO
Hipocampo, 16bulo temporal Cuerpo estriado,| Respuestas |Musculatura | Vias reflejas
medial, diencéfalo corteza motora, | Emocionales| Esquelética
cerebelo \/\/
Amigdala Cerebelo

Figura 4.4. Taxonomia de la memoria a largo plazo y las estructuras cerebrales asociadas. Adaptado de
Thompson y Kim (1996).
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4.3.2. Neuroquimica de la memoria

La farmacologia conductual ha ayudado a esclarecer los procesos de memoria y
los sistemas implicados en la regulacion y consolidacion de la misma, lo cual se ha
hecho més evidente en estudios, como por ejemplo, las microinfusiones en zonas
cerebrales muy especificas (Izquierdo y McGaugh, 2000); es decir, estos estudios, junto
con otras investigaciones, han permitido determinar la implicacion de los sistemas de
neurotransmision, siendo varios los que son participes en los procesos de aprendizaje y
memoria (Barros y cols., 2002a; Bonini y cols., 2003; Both y cols., 2005; Egashira y
cols., 2003; Ferreira y cols., 2003; Gold, 2003; Lalumiere y cols., 2005; Li y cols.,
2001; Metha y cols., 2005; Rossato y cols., 2004; Schneider y cols., 2003; Schroeder y
Packard, 2004; Shim y cols., 2003; Tazavara y cols., 2003; Williams y cols., 2004). El
sistema colinérgico ha sido el que mayor atencioén ha despertado en los investigadores.
No obstante, en este apartado revisaremos también el papel de los sistemas
noradrenérgico, dopaminérgico, serotoninérgico, histaminérgico, GABA¢érgico y
glutamatérgico; asi como la implicacion que diferentes hormonas tienen sobre procesos

cognitivos y los déficits asociados a estos procesos.
4.3.2.1. Sistema colinérgico

Las neuronas colinérgicas estan presentes de modo abundante en el sistema
nervioso central y a nivel periférico (Hozumi y cols., 2003), la fuente principal de las
proyecciones colinérgicas a la corteza cerebral se encuentra en el llamado nucleo basal
de Meynert, y también en la banda diagonal de Broca adyacente y el septum, y se
proyectan ampliamente en la corteza cerebral y en el hipocampo (Florez y Pazos, 1997).
Los receptores colinérgicos se dividen en dos categorias: nicotinicos y muscarinicos; los

nicotinicos son los encargados de medir la rdpida transmision sindptica del sistema
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nervioso central y del periférico. Los receptores muscarinicos son los que parecen estar
mas implicados en los procesos de memoria, ya que estructuras como el hipocampo, la
amigdala y la corteza cerebral estan densamente poblados de ellos (Flérez y Pazos,

1997; Power y cols., 2003a).

Antiguas investigaciones, como la de Deutsch (1971), permitieron hipotetizar
que la formacion de la memoria implicaba un nivel 6ptimo y dependiente en el tiempo
de acetilcolina (ACh) en las sinapsis colinérgicas; y estudios mas recientes, como los de
Hasselmo (1999), dicen que se sabe que es esencial para las diferentes etapas de la
memoria. Ademas, este sistema de neurotransmision y concretamente los receptores
colinérgicos muscarinicos estan implicados en diferentes procesos de memoria (e.g.
memoria de adquisicion, consolidacion y memoria de trabajo), ya que existen trabajos
que aplicando tratamientos concretos sobre alguna area cerebral (e.g. la amigdala), han
producido cambios en estos receptores cerebrales (Barros y cols., 2002; Power y cols.,
2003a; Power y McGaugh, 2002). Por lo que, el sistema colinérgico tiene componentes
esenciales del circuito neural del aprendizaje y la memoria (Williams y Messer, 2004).
En muchos estudios se ha demostrado que, si este sistema se ve afectado, los procesos
de memoria también se ven influidos. Como por ejemplo, si disminuimos la
neurotransmision colinérgica mediante la administracion antes del entrenamiento de
colina oxidasa, la adquisicion de la evitacion inhibitoria se deteriora (Ikasahi y cols.,

2000).

Las lesiones del ntcleo basal magnocelular (NBM) en ratas desencadenan
deterioros en la memoria que son contrarrestados con la administracion de sustancias
que aumentan la actividad colinérgica, como por ejemplo, la fisostigmina (Dekker y
cols., 1991). También se ha visto que una menor actividad de la colina acetiltransferasa

en la corteza y en el hipocampo son, entre otras, las anormalidades mas consistentes y
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graves que se encuentran en los enfermos de Alzheimer (Blokland, 1996; Fibiger, 1991;
George-Hyslop, 2001), lo que conlleva problemas de aprendizaje y memoria (Everitt y
Robbins, 1997; Florez y Dierssen, 1997). Por lo que, en los procesos cognitivos es
crucial el papel de los receptores muscarinicos, como por ejemplo los M, y My, en el
hipocampo (Tzavara y cols., 2003). Ademas, hay numerosos estudios en los que se han
descrito los efectos facilitadores del aprendizaje de algunos agonistas muscarinicos que
incrementan la actividad colinérgica y el efecto inverso de algunos antagonistas
colinérgicos en seres humanos (e.g. Dekker y cols., 1991; Fibiger, 1991; Levey, 1996;
Riedel y van Praag, 1995) y en animales (e.g. Farr y cols., 2000b; Martos y cols., 1999;
McDonald y Overmier, 1998; Sansone y cols., 1993; Schroeder y Packard, 2004; Senda
y cols., 1997; Vinader-Caerols y cols., 1996).

A continuacién, se expondrdn con mas detalle, trabajos de investigacion
realizados con agonistas colinérgicos, ya que en la presente tesis doctoral se ha
trabajado con tres tipos de farmacos diferentes; siendo dos de ellos agonistas

colinérgicos: la “oxotremorina” y la “fisostigmina”.

Existen diversos trabajos que demuestran que la estimulacion directa de los
receptores colinérgicos, utilizando agonistas muscarinicos, producen una mejora en las
tareas de memoria (e.g. Bartus y cols., 1987; Heise, 1997; Hock, 1987; Jenden, 1987; Li
y cols.,, 2001; Ruske y White, 1999). Ruske y White (1999) observaron que la
administracion durante tres dias de un agonista de los receptores M; (AF150), antes de
la adquisicion de una tarea de aprendizaje espacial, produce una mejora en la memoria
espacial a corto plazo. Estos autores trabajan con ratas jovenes y ancianas, y observaron
que aunque las dosis estudiadas tienen efecto en ambas, en las ancianas la dosis mas
efectiva es la mayor. Los autores consideran que esta diferencia se puede deber a la

disminucién de las funciones colinérgicas que ocurren con el envejecimiento. Li y cols.
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(2001), trabajando con ratones en una prueba de aprendizaje espacial, también
observaron que la administracion de oxotremorina (otro agonista colinérgico
muscarinico) durante los cinco dias de adquisicion de la prueba, mejora la memoria en
ratones. Ademads, al administrar fisostigmina, también agonista colinérgico muscarinico,
junto con la realizacion de tareas de estimulacion visual, atencion espacial y memoria de
trabajo; se ha observado que en algunas areas cerebrales se produce activacion

colinérgica (Bentley y cols., 2004).

También la administracion de agonistas muscarinicos, inmediatamente después
de la adquisicion del aprendizaje, produce efectos facilitadores sobre los procesos de
memoria. Este efecto podemos observarlo en los estudios de Farr y cols. (2000b) con la
arecolina. También la oxotremorina presenta este efecto facilitador sobre la memoria
(Baratti y Kopf, 1996; Castellano y cols., 1996; Frick y cols., 1996; Miranda y
McGaugh, 2004; Pavone y cols., 1993; Power y cols., 2003a; Schroeder y Packard,
2004).

Castellano y cols. (1996) observaron que incluso una dosis de oxotremorina que
por si sola no produce ningun efecto sobre la memoria (0.02 mg/kg) es capaz de
eliminar el efecto deteriorante sobre la memoria que produce un antagonista de los
receptores NMDA. Estos autores concluyen que existe una relacion entre el sistema
colinérgico y el glutamatérgico en la modulacién de la consolidaciéon de la memoria.
Existen otros estudios que también nos indican que la oxotremorina atenua los efectos
deteriorantes de otros farmacos, como es el caso de Li y cols. (2001) que han mostrado
que este farmaco revierte el efecto deteriorante que provoca la morfina en una tarea de
aprendizaje espacial; y el de Mohamed y cols. (2000), que han encontrado que la
oxotremorina atenua el deterioro producido por la escopolamina en una tarea de

aprendizaje de evitacion inhibitoria.
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También, existe relacion entre el sistema colinérgico y el dopaminérgico, ya que
la fisostigmina atenua los efectos deteriorantes de la morfina en ratones sometidos a una
tarea de evitacion inhibitoria (Zarrindast y cols., 2006); y en aprendizaje espacial dicho

farmaco contrarresta el deterioro que ocasiona la MK-801 (Csernansky y cols., 2005).

Ademas, no podemos olvidar la relacion existente entre el sistema colinérgico y
el GABA¢érgico, ya que la administracion intracraneal de fisostigmina en el hipocampo
y en la corteza entorrinal, por si sola, no ha causado efecto; sin embargo, atentia el

déficit que produce un agonista GABAérgico (Degroot y Parent, 2001).

Pavone y cols. (1993), senalan también una posible relacion entre el sistema
colinérgico y el serotoninérgico. Estos autores comprobaron que el efecto facilitador de
la oxotremorina es eliminado cuando se administra junto con un agonista de los
receptores serotoninérgicos 5-HTja. Este efecto también se observa cuando se
administra un agonista  serotoninérgico  preentrenamiento y  fisostigmina
postentrenamiento, ya que bloquea la mejora inducida por la fisostigmina en ratas en

evitacion inhibitoria (Santucci y Haroutunian, 2005).

Por ultimo, decir que la administracion de agonistas colinérgicos parece ser que
influye sobre los procesos de recuperacion de la memoria. Barros y cols. (2001)
observaron que la administracion directa de oxotremorina en diferentes estructuras
cerebrales, implicadas en una tarea de evitacion inhibitoria, produce una mejora
dependiente de dosis en los procesos de recuperacion. Ademas, la inyeccion intracraneal
postentrenamiento de fisostigmina en el hipocampo y en la amigdala, también mejora la

retencion en evitacion inhibitoria (Safari-Sabet, 2006a, 2006b).
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4.3.2.2. Sistema dopaminérgico

Segun Cami y Farre (2003), la dopamina forma parte de los circuitos neuronales
implicados en la adiccion de las principales drogas, ademas del papel que ejerce en los
procesos de aprendizaje y memoria. La exposicion prolongada a las drogas de abuso
produce efectos en los circuitos cognitivos y de recompensa. Lo que tienen en comun
todas las drogas, es que estimulan la liberacién de dopamina en el nicleo accumbens
(Le Foll y cols., 2005), que desempefia un papel importante en el refuerzo de la
conducta. Las recientes investigaciones, no solo han identificando las areas cerebrales y
los circuitos neuronales implicados en la adiccion a las principales drogas, sino que han
"reafirmado el liderazgo dopaminérgico" (Cami y Farre, 2003; Homberg y cols., 2002;
Le Foll y cols., 2005; Trinh y cols., 2003); como es el caso de estudios realizados con
ratas que al autoadministrarse cocaina, provoca efectos reforzantes cuando a los sujetos
se les ha inducido estrés, interviniendo el sistema de neurotrasmision dopaminérgico en
las estructuras cerebrales como la corteza prefrontal y en la amigdala (Homberg y cols.,

2002).

Las neuronas dopaminérgicas se originan principalmente en la sustancia negra y
el area tegmental ventral y tienen proyecciones al estriado, el sistema limbico y la
corteza cerebral (Florez y Pazos, 1997). Ademads, también estan implicadas estructuras
cerebrales como: el nacleo olfatorio anterior, la corteza frontal de asociacion, la corteza
orbitofrontal, la corteza singular, el nucleo caudado y putamen, el globo palido, etc.;
siendo el nucleo central la amigdala (Trinh y cols., 2003). Durante la ejecucion de
algunas pruebas cognitivas se incrementa la liberacion de dopamina en la amigdala
(Fried y cols., 2001) y algunos experimentos corroboran la interaccion entre acetilcolina
y dopamina en relacion con la memoria (Castellano y cols., 1996). Sin embargo,

Lalumiere y cols. (2005) indican que no es critica la actuacion del sistema
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dopaminérgico en la amigdala y en el nicleo acumbes en el proceso de la consolidacion
de la memoria. Aunque, Mehta y cols. (2005) consideran que la dopamina tiene mucha

importancia en las tareas de aprendizaje espacial.
4.3.2.3. Sistema noradrenérgico

Las neuronas noradrenérgicas se encuentran principalmente localizadas en las
regiones tegmentales de la protuberancia y el bulbo, formando nucleos que se proyectan
extensamente a todo el sistema nervioso central, alcanzando desde la corteza cerebral
hasta la médula espinal; su densidad maxima se haya en la neocorteza (Florez y Pazos,
1997). Los tres tipos principales de receptores adrenérgicos son: los o, a, y los B-
adrenoreceptores, que abundan tanto en el hipocampo como en la amigdala (Meana y

Garcia-Sevilla, 1997).

La administracion de agonistas noradrenérgicos, como los antidepresivos,
incrementa la actividad de este sistema y tiene repercursiones en la memoria (ver punto
de Antidepresivos y Amitriptilina de la presente tesis doctoral). Ademas, la activacion
dopaminérgica intracerebral realizada en la amigdala, modula la consolidacion de la
memoria, pero en esta modulacion estdn implicados los receptores D; y D, que

concurren con los B-adrenérgicos y los colinérgicos (Lalumiere y cols., 2004).

4.3.2.4. Sistema serotoninérgico

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 (Florez y Pazos, 1997). El sistema serotoninérgico juega un
papel muy importante en el aprendizaje y la memoria (Meneses, 1999; Meneses y Hong,

1995). Las vias y los receptores serotoninérgicos se encuentran distribuidos por areas
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cerebrales relevantes para estos procesos (Barnes y Sharp, 1999). De hecho, algunos de
los farmacos que bloquean su recaptacion y aumentan el nivel de serotonina en la
hendidura sinaptica (e.g. 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-HT,a, 5-HT2p, 5-HTyc, 5-HT3 y los agonistas de 5-HT4 mejoran el aprendizaje
(Barnes y Sharp, 1999; Meneses, 1999). Ademas, estudios realizados por Schneider y
cols. (2003), han mostrado que el sistema serotoninérgico modula la retencién de la
memoria en evitacion inhibitoria al activarse los receptores 5-HT;a en la amigdala. 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 desordenes 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 neurotransmisién 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 (Brezun y

Daszuta, 1999).
4.3.2.5. Sistema glutamatérgico

La memoria también se relaciona con el sistema glutamatérgico, cuyo
neurotransmisor es el glutamato. Ademas de su participacion en la depresion, se ha
descubierto que, en las personas con demencia los terminales de las neuronas
glutamatérgicas estan degenerados, sin que los receptores postsinapticos estén
necesariamente mermados (Belsham, 2001). El NMDA, uno de sus receptores, esta

implicado en la potenciacion a largo plazo (Smith y McMahon, 2005; Zhao y cols.,
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2005), proceso que inicia la formacion de la memoria y que lo necesita en las primeras
fases de diversas tareas (Izquierdo y McGaugh, 2000; Izquierdo y cols., 2000c;
Schroder y cols., 2000). La potenciacion de la actividad de los sistemas colinérgico y
glutamatérgico inducida, por ejemplo con estrogenos, corrobora también esta
interaccidn, ya que esta uniéon mejora los procesos de memoria (Farr y cols., 2000a).
Los receptores NMDA son indispensables en la consolidacion de la memoria (Rossato y
cols., 2004). Ademas, la participacion de estos receptores en el CA1l hipocampal es
esencial para la consolidacion de la memoria de diversas tareas (test de Morris y de

preferencia de lugar), pero no para su recuperacion (Shimizu y cols., 2000).
4.3.2.6. Sistema histaminérgico

Los cuerpos celulares de las neuronas histaminérgicas se encuentran en el nicleo
tuberomamilar del hipotalamo, cuya inactivacion facilita la consolidacion de la memoria
de evitacion inhibitoria (Frisch y cols., 1999). Los receptores histaminérgicos H;, H, y
H; se encuentran ampliamente distribuidos por todo el cerebro de las ratas de la
siguiente forma: (a) la mayor concentracion de H; se encuentra en: el hipotalamo, el
hipocampo, la amigdala y en las capas exteriores de la corteza del nticleo pontino; y, (b)
los Hs, estan distribuidos en las areas donde hay inervacion histaminérgica (Passani y
cols., 2000). Diversos estudios sugieren la idea de que la histamina modula procesos
tales como la locomocion, la agresividad o el aprendizaje y la memoria, aunque su
contribucion necesita ser mas investigada (Yanai y cols., 1998). Ademas, el sistema
histaminérgico interactia con el colinérgico en la retencion de la memoria en una tarea

de evitacion inhibitoria en ratas (Eidi y cols., 2003).
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4.3.2.7. Sistema GABAérgico

El GABA, es el neurotransmisor inhibidor que se ha investigado en modelos de
ansiedad, depresion, sedaciéon y memoria (Both y cols., 2005); siendo el mas importante
del sistema nervioso central, y estd presente en muchas de las 4reas relevantes para los
procesos de memoria. La presencia de neuronas GABA¢érgicas en la corteza cerebral, la
amigdala, el septum, el hipocampo y el nucleo basal magnocelular (Florez y Pazos,
1997), sugiere su papel modulador en los procesos de consolidaciéon de la memoria
(Brioni, 1993). Ademds, se sabe que este sistema interactia 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).
4.3.2.8. Hormonas

Las hormonas trabajan como neuromoduladores de los procesos de aprendizaje y
memoria, y actian alterando la accioén de los neurotransmisores (Alesio-Lautier y cols.,

2000).

Son varios los autores que sugieren que los neuropéptidos de origen
hipotaldmico y pituitario, pueden influir en los procesos de aprendizaje y memoria (e.g.
Fehm y cols., 2000; Hock, 1987). Asi, los andlogos de la corticotropina y la vasopresina
han demostrado mejorar el aprendizaje y la memoria. Se ha considerado que los
neuropéptidos relacionados con la corticotropina afectan a los procesos motivacionales
y atencionales, mientras que aquellos relacionados con la vasopresina estin mas

implicados en los procesos de memoria (Dawson y cols., 1992; Hock, 1987).
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La oxitocina, otra hormona hipofisiaria, también produce un efecto sobre los
procesos mnésicos. La administracion de esta hormona suele tener efectos disruptores
sobre la memoria. No obstante, no existen muchos estudios sobre el efecto oxitocina en
los procesos cognitivos y no se tiene claro cuales son los mecanismos a través de los

cuales ejerce su accion (Coll y Morgado, 1992).

Otro péptido presuntamente implicado en los procesos cognitivos es la
angiotensina. En un fragmento de esta hormona (la angiotensina 3.7) se ha demostrado
que tiene efectos beneficiosos sobre los procesos de aprendizaje y memoria (Braszko y

cols., 1991).

Se ha comprobado que los receptores de insulina estan ampliamente distribuidos
en el cerebro, especialmente en el bulbo olfatorio, en el hipocampo y en la neocorteza.
También se conoce que la activacion de estos receptores puede afectar a las funciones

cognitivas (Fehm y cols., 2000).

Aunque es dificil determinar los efectos que tienen los opidceos enddgenos
sobre el aprendizaje debido a sus efectos sobre otras conductas, las tres familias de
péptidos opidceos (PB-endorfinas, encefalinas y dinorfinas) han demostrado estar
implicados en la modulacion de la memoria (Carlson, 2006; Coll y Morgado, 1992).
Los efectos mas claros de los opidceos sobre los procesos mnésicos se han observado
sobre el aprendizaje de las conductas motivadas por estimulos aversivos (Carlson,
2006). Asi, Li y cols. (2001) observaron que la administracion de morfina (agonista
opiaceo) en ratones produjo un dafio en la memoria espacial, y Kalias y cols. (2001)
también comprobaron este efecto deteriorante de los agonistas opioidérgicos sobre la

memoria espacial en ratas.
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Uno de los sistemas hormonales mas estudiado y que parece actuar como un
sistema endogeno de modulacion de la memoria es el de la adrenalina (Costa y cols.,
1995; Talley y cols., 2000). Diversos trabajos realizados con animales mostraron que la
adquisicion en tareas de memoria (evitacion inhibitoria) produce una disminucion de la
concentracion de adrenalina en la médula adrenal y un aumento de los niveles
plasmaticos de esta hormona. El aumento de liberacion de adrenalina puede estar
ayudando a la consolidacion de la memoria (Coll y Morgado, 1992; Costa y cols.,
1995). Ademads, la administracion de adrenalina tanto antes como después de la
adquisicion de una tarea de aprendizaje, asi como antes de la recuperacion, puede
afectar a la memoria (Coll y Morgado, 1992). No obstante, existen estudios que no
mostraron efecto facilitador de la adrenalina a dosis moderadas en ratas y ratones (Lee y

cols., 2001).

En este punto se ha analizado como diferentes sistemas de neutransmision y
hormonas, asi como la interaccion entre algunos de ellos, pueden estar modulando los
procesos de aprendizaje y memoria. Por supuesto existen otras muchas sustancias que
pueden afectar a los procesos mnésicos, como por ejemplo, el etanol y la morfina. No
obstante, estos efectos parecen estar mds relacionados con efectos estimulantes,
depresores o reforzantes que con aspectos relacionados especificamente con la memoria
(Heise, 1981). En los ultimos afios el interés sobre el estudio de los procesos de
memoria esta recayendo en el estudio de los mecanismos moleculares implicados en la

memoria produciéndose grandes descubrimientos a nivel intracelular.
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5.1. INTRODUCCION

El condicionamiento de escape-evitacion es uno de los paradigmas basicos en el
condicionamiento y, en ¢l, la conducta del animal, bien impide (evitacidon), bien
interrumpe (escape) la presentacion del estimulo aversivo (estimulo incondicionado,
EI). La respuesta de evitacion constituye tanto un condicionamiento cldsico como
instrumental, mientras que la respuesta de escape es solo instrumental. Para que el
animal evite es necesario que asocie primero el estimulo condicionado (EC) (e.g. una
luz) con el EI (e. g. una descarga eléctrica de determinada intensidad) y luego asocie la
respuesta efectiva (cruzar al otro lado) con el refuerzo negativo (cese de la descarga
eléctrica). En cambio para que escape, solo necesita asociar la respuesta efectiva con el
refuerzo negativo (Klein, 1994). En el caso de la evitacion podemos diferenciar entre
evitacion activa e inhibitoria (también llamada pasiva). La evitacién activa supone
actuar, es decir, impedir que un suceso se presente mediante una determinada conducta.
La evitacion inhibitoria, en cambio, supone impedir que un estado aversivo se presente

mediante una no-respuesta.

En el apartado que se expondra a continuacion, se describe con mas detalle el
condicionamiento de evitacién inhibitoria, paradigma principal en todos los
experimentos que componen la presente tesis doctoral, asi como los diferentes tipos de

evitacion inhibitoria y los principales factores que influyen en los procesos de memoria.
5.2. DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE EVITACION INHIBITORIA

Dentro de la experimentacion animal, podemos encontrar una gran variedad de
tareas de aprendizaje segun el tipo de memoria que se quiera estudiar. Una de las mas

utilizadas es la tarea de evitacion inhibitoria, llamada también evitacion pasiva.
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El término “evitacidn inhibitoria” es empleado para describir pruebas en los que
el animal aprende a evitar un acontecimiento nocivo suprimiendo una conducta concreta
(inhibicion de una actividad innata o de un habito adquirido). En general, y para
cualquier tipo de evitacion inhibitoria, frente a otros tipos de aprendizaje, este
condicionamiento tiene unas peculiaridades que deben ser tomadas en consideracion a
la hora de planificar y evaluar un experimento (Bures y cols., 1983). A continuacion se

detallan algunas de las mas importantes:

1. La conducta activa e inhibida debe estar bien definida, ser reproducible y de

facil medicidn.

2. El estimulo aversivo debe ser claramente asociado con la conducta activa e

inhibida.

3. El hecho de que sea una situacion aprendida con una gran carga emocional,
como es el miedo y el dolor, y la ausencia de la conducta; hace que el proceso de
adquisicion de esta conducta sea muy rapido. La mayoria de las tareas de
aprendizaje que tienen una Unica sesion de adquisicidon son tareas de evitacion
inhibitoria.

4. La rapidez en la adquisicion facilita establecer el momento exacto en el cual la

informacion entra en el sistema nervioso.

5. Laretencion se mide mediante la comparacion de la conducta antes y después de
haberse producido el aprendizaje, o bien comparando la conducta de animales no

entrenados y animales que si lo han sido.
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5.3. PROCEDIMIENTOS DE EVITACION INHIBITORIA

Se pueden utilizar diversos tipos de evitacion inhibitoria como modelo de
aprendizaje. Segun Bures y cols. (1983) existen cuatro modelos: “descenso de escaléon”
(step-down), “test de dos compartimentos” (two-compartment test), “supresion de
picoteo” (suppression of pecking) y “cruzar a través de” (step-through). A continuacion

se exponen dichos modelos con mas detalle.
5.3.1. Descenso de escalon

La técnica basica de este procedimiento fue descrita por Jarvik y Essman en
1960 (recogido en Bures y cols., 1983). En dicho procedimiento se usa una caja
rectangular en cuyo centro, sobre el suelo electrificado, se sitia una plataforma de
madera elevada. Ademas, se coloca un cilindro para tapar al animal. Cuando colocamos
al roedor en lo alto de la plataforma elevada, su tendencia espontdnea es descender al
suelo casi inmediatamente para explorar el espacio y aproximarse a las paredes de la
caja. El animal al descender al suelo recibe una descarga eléctrica en las patas. La
retencion se evalia colocando de nuevo al animal en la plataforma (test) y midiendo el
tiempo que tarda en saltar de nuevo al suelo. El cilindro se utiliza para evitar la
tendencia innata del animal a escapar de la mano humana al dejarlo encima de la
plataforma, colocado directamente con la mano. Este tiende a escapar debido al contacto
humano, pudiendo entonces hacer las latencias mas cortas; por lo que se le tapa durante
10 segundos con el cilindro, y posteriormente se levanta rapidamente el cilindro y se

mide la latencia de bajada.

Este procedimiento de evitacion inhibitoria ha sido ampliamente utilizado en la
experimentacion animal (e. g. Bammer, 1982; Bures y cols., 1983), y sigue usandose en

la actualidad (Barros y cols., 2005; Bevilaqua y cols., 2005; Bonini y cols., 2005;
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Cammarota y cols., 2004, 2005; Chen, 2005; Kazlauckas y cols., 2005; Walz y cols.,
2005). Muchos son los autores que, en la ultima década, han escogido este modelo
experimental para investigar la memoria y los efectos que diversos farmacos tienen
sobre ella, tanto en ratones (Hiramatsu y cols., 1994; Sansone y cols., 1993; Senda y
cols., 1997; Zarrindast y cols., 1995, 1996;) como en ratas (Barros y cols., 2002;
Bernabeu y cols., 1997; Bonini y cols., 2005; Ferreira y cols., 2003; Izquierdo y cols.,
1997, 2000a, 2000b; Paratcha y cols., 2000; Quevedo y cols., 1997; Rubin y cols., 2000,
2001; Schréder y cols., 2000; Vianna y cols., 2001; Zanatta y cols., 1996). No obstante,
hay que sefialar que entre ellos pueden existir ligeras diferencias en los pardmetros
empleados como pueden ser: tamafio de la plataforma, tamafo del compartimento,
intensidad y duracion de la descarga eléctrica, intervalos entre sesiones y tiempo que se
le da al animal para que lleve a cabo la conducta. En muchas ocasiones estas diferencias
vendran marcadas por la especie animal empleada (e.g. varia el tamafio de la plataforma
y del compartimento), la cepa de animales empleada (varia la intensidad y la duracion
de la descarga eléctrica, ya que existen diferencias entre cepas en la resistencia a los
estimulos aversivos) o el tipo de farmaco estudiado (varia el intervalo de tiempo entre
las sesiones, en muchas ocasiones se deja transcurrir mas de veinticuatro horas con el
fin de que el animal metabolice todo el firmaco antes de pasar por la sesion de

recuperacion).
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Figura 5.1. Representacion esquematica del procedimiento de evitacion inhibitoria “descenso del
escalon”. Adaptado de Bures y cols. (1983).

5.3.2. Test de dos compartimentos

Esta técnica fue desarrollada por Kurt y Peral en 1960 (recogido en Bures y
cols., 1983). En general los roedores cuando estdn en un campo abierto tienden a entrar
en cualquier hueco del muro y a permanecer alli (Bures y cols., 1983), prefiriendo los
sitios pequenos y oscuros a los grandes y con luz; por lo tanto cuando son colocados en
un compartimento grande conectado con un pequefio compartimento oscuro a través de
estrecha apertura, las ratas rdpidamente encuentran la entrada, entran en el recinto
oscuro y permanecen en ¢l la mayoria del tiempo. El aparato utilizado en este
paradigma, consta de una caja con dos compartimentos de distintas dimensiones y con
diferente luminosidad. Cuando colocamos al animal en el compartimento grande e
iluminado, conectado a otro pequefio y oscuro, el roedor encuentra y cruza rapidamente
la entrada del oscuro y, permanece y explora en €l la mayor parte del tiempo que esta en
el aparato. El procedimiento consiste en castigar con una descarga eléctrica esta
tendencia innata. Una vez transcurrido el tiempo de exploracion, se encierra al roedor en
el compartimento oscuro y se le administra una descarga eléctrica intermitente durante

un tiempo determinado. La retencion se evalta repitiendo la exploracion libre del
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aparato a las 24 horas de haber administrado la descarga eléctrica. Como medidas se
toman los registros del tiempo total gastado, en uno y otro compartimento, en ambas
ocasiones. Ademas, pueden tomarse como medidas adicionales, la latencia de la primera

entrada y el nimero de cruces.

Exploracion Aprendizaje Test de Retencion

Figura 5.2. Representacion esquemadtica del procedimiento de evitacion inhibitoria “test de dos
compartimentos”. Adaptado de Bures y cols. (1983).

5.3.3. Supresion de picoteo

Sabemos que los animales hambrientos poseen una tendencia innata a conseguir
comida para alimentarse, por lo que se aprovecha ese momento concreto, para provocar
una reaccion de evitacion inhibitoria. Este procedimiento fue utilizado en primer lugar
en 1961 con gatos por McClearly, siendo el estimulo aversivo una descarga eléctrica. El
resultado no tiene que ser una evitacion completa, mas bien una evaluacion cautelosa de
la comida por la presencia de un estimulo aversivo, siendo éste el objetivo de este
procedimiento en el que se suelen utilizar polluelos recién nacidos. Esta técnica fue

desarrollada por Cherkin y Lee-Teng en 1965 (recogido en Bures y cols., 1983),
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caracterizada por su simplicidad y bajo coste. A pesar de su bajo coste, esta técnica no
es muy empleada para el estudio de la memoria, y cuando se lleva a cabo los animales
experimentales suelen ser aves. No obstante, en la ultima década podemos encontrar
trabajos con este procedimiento, aunque con ligeras modificaciones en los parametros

empleados (Clements y Bourn, 1996; Farkas y Crowe, 2000).

En este procedimiento, a los polluelos se les presenta un cebo adulterado,
recubierto de metilantranilato, que es una sustancia incolora muy inapetente para su
especie. Como medidas se registra la latencia de respuesta (el tiempo que tardan los
polluelos en dar el primer picotazo) y el nimero de respuestas dadas (picotazos). El test
de retencion se realiza transcurridas veinticuatro horas desde que el animal recibe el

estimulo aversivo.
5.3.4. Cruzar a través de

La técnica estandar para condicionar la evitacion inhibitoria en ratones fue
desarrollada por Jarvick y Kopp en 1967 y posteriormente modificada por King y
Glasser en 1970 (recogido en Bures y cols., 1983). Es algo innato que los roedores
evitan la luz intensa y prefieren la tenue, por eso, cuando se les pone en un espacio
iluminado conectado con uno oscuro, prefieren permanecer en el oscuro. En este
procedimiento se utilizan dos compartimentos de las mismas dimensiones comunicados,
uno de ellos estd iluminado con una bombilla y el otro no. Se coloca al roedor en el
compartimento iluminado o de salida y, tras unos segundos de adaptacion al aparato, se
abre la puerta que comunica los dos espacios. Los animales, por la tendencia natural
mencionada anteriormente, cruzan rapidamente al compartimento oscuro. En cuanto el
animal ha introducido sus patas en la zona oscura recibe una descarga eléctrica a la vez

que se cierra la puerta que separa ambos compartimentos, quedandose incomunicado en
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esa parte, posteriormente es retirado y devuelto a su jaula. Generalmente 24 horas

después se les introdujo de nuevo en el aparato, empleandose como indice de retencion

del aprendizaje, el tiempo que tardan en cruzar (latencia de respuesta).

Este es el procedimiento que se ha elegido para realizar los experimentos de esta

tesis doctoral, por ello se va a describir con mas detalle a continuacion. En general, este

paradigma experimental consta de dos fases bien diferenciadas:

l.

Familiarizacion o exploracion. Se coloca al animal en el compartimento
iluminado con la puerta entre compartimentos cerrada, el animal permanece
durante un tiempo, permitiéndole adaptarse al aparato. Cuando finaliza este
tiempo se abre la puerta y el animal con rapidez accede al compartimento
oscuro, generalmente. La latencia de paso se mide con un contador o
cronémetro. Tras unos segundos, el raton es devuelto a su jaula. El
procedimiento se repite tres veces en intervalos de 30 minutos. En nuestro caso,
como se vera mas adelante, esta fase se redujo a un nico periodo de adaptacion
de 90 segundos, inmediatamente anterior a la fase siguiente. A continuacion de
la exploracién, se produce el aprendizaje. Inmediatamente después de cruzar al
compartimento oscuro, el raton recibe una descarga eléctrica en las cuatro patas,

registrandose la latencia de respuesta; posteriormente es devuelto a su jaula.

Retencion. Tras 24 horas, el animal es colocado de nuevo en el compartimento
de salida, registrandose asi su latencia de cruce. El test termina cuando el raton
cruza al compartimento oscuro o cuando transcurre el tiempo maximo del
ensayo que ha establecido el experimentador (evitacion), sin que el animal

cruce.
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El aparato que se utiliza consta de una caja alargada de plastico que contiene un
suelo de rejilla electrificado. La mitad del aparato (con sus paredes y techo) es negro y
la otra mitad es transparente. El techo estd formado por una tapa con dos bisagras
colocadas en la mitad de la caja. El compartimento transparente estd iluminado con una
luz intensa de una bombilla. Su disefio permite fijar la intensidad y la duracion de la
descarga eléctrica. Tras la fase de aprendizaje, la mayoria de los animales cumplen el

tiempo maximo del ensayo.

Este procedimiento de evitacion inhibitoria, junto con el procedimiento de
descenso del escalon, es el mas utilizado en los ultimos afios tanto con ratones (Assi,
2001; Boccia y cols., 2004, 2005; Cabib y Castellano, 1997; Castellano y cols., 1996;
Fagioli y cols., 1992; Hozumi y cols., 2003; Pavone y cols., 1993; Puglisi-Allegra y
cols., 1994a, 1994b; Quartermain y cols., 1991; Rush y Streit, 1992; Sansone y cols.,
1991; Tanabe y cols., 1997), como con ratas (Borowicz y cols., 2001; D’Agata y
Cavallaro, 2003; Kuziemka-Leska y cols., 1999; Lalumiere y cols., 2004, 2005; Mathis
y cols., 1994; Ogasawara y cols., 1999; Power y cols., 2003; Roldan y cols., 2001;
Souza y cols., 2004; Tanabe y cols., 1999; Wilensky y cols., 2000; Zarrindast y cols.,
2001). Como en los casos anteriores también podemos sefalar diferencias entre unas
investigaciones y otras en los pardmetros empleados (tamafio de los compartimentos,
intensidad y duracion de la descarga eléctrica, intervalo entre sesiones y tiempo que se

le da al animal para que cruce).
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Figura 5.3. Representacion esquematica del procedimiento de evitacion inhibitoria “cruzar a través de”.
Adaptado de Bures y cols. (1983).

5.4. EVITACION INHIBITORIA Y PROCESOS DE MEMORIA
5.4.1. Introduccion

Cualquier tipo de aprendizaje, incluido el de evitacidn inhibitoria, constituye un
proceso por el cual cambia la conducta de un sujeto, pero no todo cambio es resultado
del aprendizaje, por lo que es preciso distinguir entre los cambios que son consecuencia
del aprendizaje y aquellos que no guardan relacién con el mismo, por ejemplo, la fatiga
(puede alterar la conducta, pero los cambios resultantes no se deben al aprendizaje),
cambios de estimulos (apetitivos, aversivos...), etc. Estos cambios que no guardan
relacion con el aprendizaje pueden participar junto con determinadas sustancias
administradas en el aprendizaje, de una tarea concreta, afectando a su ejecucion;
ademas, hay que tener presente estos cambios y comprobar que los efectos obtenidos de

un farmaco sobre la tarea sean exclusivos del farmaco.

La administracion de un farmaco se puede dar en distintos momentos, segin sea

el interés del investigador; por lo que en todo aprendizaje de una tarea se distinguen tres
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procesos que varian dependiendo de la previa o posterior administracion de un farmaco

(Matthies, 1980; Heise, 1981; Alpern y Jackson, 1982; Bammer, 1982):

1. Aprendizaje o adquisicion: el farmaco afectara a la adquisicion (adquisicion no
transitoria de una nueva tarea o de una conducta diferente) si se administra antes

de que éste ocurra.

2. Retencion o consolidacion: Si es administrado tras el aprendizaje de la tarea,

afectara a la retencidon o consolidacion.

3. Recuperacion o recuerdo: Si es administrado antes de la recuperacion, influird

en el recuerdo.

Las pruebas de evitacion inhibitoria se han utilizado en muchas ocasiones para
estudiar el efecto que diferentes tipos de farmacos tienen sobre la memoria y sobre los
diversos componentes del cerebro implicados (Barros y cols., 2005; Bonini, 2005;
Everss y cols., 2005; Farkas y Crowe, 2000; Ferreira y cols., 2003; Hozumi y cols.,
2003; Lalumiere y cols., 2004; Shim y cols., 2003; Souza y cols., 2004); y existen
numerosos estudios que indican que dependiendo de la forma de administracion del
farmaco, dicha sustancia actia de diferente manera en el cerebro, interviniendo en
mayor o menor medida en las estructuras cerebrales (e. g. Izquierdo y cols., 1998;
Izquierdo y McGaugh, 2000), como por ejemplo, aquellas encargadas de aspectos
cognitivos y de componentes emocionales. A continuacidon se expondra con detalle las
estructuras cerebrales, conexiones entre dichas estructuras, sistemas de

neurotransmision y farmacologia implicada en la evitacion inhibitoria.
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5.4.2. Neuroanatomia de la memoria en evitacion inhibitoria
5.4.2.1. Bases anatomicas de la memoria en evitacion inhibitoria

Cada vez se estan perfilando mas las areas cerebrales donde se localizan 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 plazo y largo plazo (Barros y cols., 2005;
Cammarota y cols., 2005; Izquierdo y cols., 1998, 2000a; Medina y cols, 1999; Souza y
cols., 2002; Vianna y cols., 2000; Walz y cols., 2005).

Las regiones cerebrales como el hipocampo, amigdala, corteza entorrinal y
parietal estan implicadas en los procesos de memoria. Estas estructuras, que
anatOmicamente estan relacionadas entre si, intervienen en un orden secuencial (Bonini
y cols., 2003, 2005; Izquierdo y cols., 1997, 2000a, 2000b; Izquierdo y Medina, 1997b;
McGauhg, 2000; McGauhg y cols., 1996; Rossato y cols., 2004; Rubin y cols., 2001;
Vianna y cols., 2000, 2001; Wilensky cols., 2000; Zanatta y cols., 1996). EI hipocampo
y la amigdala actuarian nada mas acabar el entrenamiento, durante menos de 30 minutos
y de forma simultdnea, con un claro reparto de tareas: el hipocampo se encargaria de los
aspectos cognitivos, y la amigdala de los componentes emocionales presentes en la
respuesta condicionada de evitacion inhibitoria. Aproximadamente, 30 minutos después
del entrenamiento entraria en accion la corteza entorrinal y, a los 60 minutos mas o
menos, actuaria la parietal (con una duracion superior a 180 o 200 minutos,
respectivamente). En cualquier caso, estos procesos dependerian de los receptores
NMDA de glutamato. El mecanismo de esta secuencia se desconoce, pero parece 1dgico
por la naturaleza de sus conexiones. Podria ser que la potenciacion a largo plazo

generada en el hipocampo y en la amigdala, al mantenerse durante varios minutos,
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ayudara a acrecentar la actividad en la corteza entorrinal; el proceso se repetiria entre
ambas cortezas y en otras posibles conexiones. Todas estas estructuras estarian también
implicadas en los procesos de recuperacion de la informacion y actuarian de forma
integrada. Su duracion seria también secuencial: durante menos de un mes seria
necesaria la intervencion de las cuatro (hipocampo, amigdala, corteza entorrinal y
parietal), hasta el primer mes se requeriria de la actuacion de las dos cortezas, y solo la
parietal se necesitaria para el segundo mes. Para que tenga lugar este acontecimiento,
los receptores de glutamato deben estar intactos (Izquierdo y cols, 1997; Izquierdo y

Medina, 1997b; Zanatta y cols., 1996).

Parece que la amigdala no estd directamente implicada en el aprendizaje y en la
memoria aversiva que se adquiere en la evitacion inhibitoria, sin embargo, esta
estructura modula la consolidacion de la memoria que ocurre en otras estructuras
extraamigdalares (McGaugh, 2000; McGaugh y cols, 1996), como por ejemplo, la
corteza parietal (Bonini y cols., 2005). Aunque otros autores nos dicen que el glutamato
juega un papel esencial, no solo en la consolidacion, sino también en la adquisicion y la
recuperacion; todo ello modulado por la amigdala (Barros y cols., 2003, 2005; Bianchin

y cols., 1999; Bonini y cols., 2003).

Hay autores que consideran que en la prueba de evitacion inhibitoria se mide
solamente memoria a largo plazo (Borowicz y cols, 2001). Sin embargo, otros autores
consideran que con esta prueba se mide tanto memoria a corto plazo (si la sesion de
recuperacion se realiza una hora y media después de la adquisicion o antes) como
memoria a largo plazo (si la sesidon de recuperacion se realiza veinticuatro horas después
de la adquisicion o mas) (Vianna y cols, 2000). Segun McGaugh (2000), la
consolidaciéon de la evitacion inhibitoria comienza inmediatamente después de la

adquisicion. Esta consolidacion puede llevar varias horas (Bernabeu y cols., 1997;
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Izquierdo y Medina, 1997b; McGaugh, 2000). Una vez almacenada en la memoria a
largo plazo, el recuerdo de la conducta adquirida en la evitacion inhibitoria persiste un
largo periodo. Ademas, aunque se lleve a cabo una extincion de la conducta se ha
comprobado que puede haber recuerdo (Roldan y cols., 2001) o no (Boccia y cols.,

2005) bajo determinadas circunstancias.

Otros autores sefialan que aunque en la evitacion inhibitoria la memoria a largo
plazo coexiste con la memoria a corto plazo, la primera no parece depender de la
segunda (Izquierdo y cols., 1999; Vianna y cols., 1999; Walz y cols., 1999). Izquierdo y
cols. (2000a) sugieren que existe una diferenciacion entre los procesos que subyacen a
la memoria a corto plazo y a la memoria a largo plazo en una prueba de evitacion
inhibitoria. Estos autores sefialan que esta diferenciacion podria ocurrir en un mismo
grupo de células a nivel postsinaptico. Los datos obtenidos en su estudio sugieren

diferencias entre las cascadas intracelulares producidas en estos dos tipos de memoria.

Seglin la revision realizada por Vianna y cols. (2000), parece ser que los
receptores AMPA, NMDA y metabotrépicos estan implicados tanto en la memoria a
corto plazo como en la memoria a largo plazo. También estan implicados los receptores
GABA¢érgicos y los receptores colinérgicos muscarinicos (Barros y cols., 2005). Esto
sugiere que hay una cierta union entre la cascada intracelular producida por la memoria
a corto plazo y la producida por la memoria a largo plazo. Pero también es verdad que
existen sustancias que, aunque estén afectando tanto a la memoria a corto plazo como a
largo plazo, lo hacen en diferentes momentos. Este es el caso de la protein-kinasa
dependiente del AMP ciclico y de la protein-kinasa dependiente del calcio. Ademas,
existen receptores que solamente estan implicados en la memoria a corto plazo (e. g.
los receptores dopaminérgicos D; y los receptores serotoninérgicos 5-HT;), mientras

que otros receptores solamente estdn implicados en la memoria a largo plazo de la
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evitacion inhibitoria (e. g. los noradrenérgicos). Sin embargo, hay estudios como el de
Lalumiere y cols. (2004) que reflejan que en la consolidacion de la memoria esta
modulada por los receptores dopaminérgicos D; y D, que activan los receptores [3-

adrenérgicos y colinérgicos de la amigdala.

Se ha observado una gran similitud entre los procesos intracelulares que
subyacen a la memoria a corto plazo y aquellos que se conocen con el nombre de
potenciacion a corto plazo, también se observan similitudes entre los procesos
bioquimicos que subyacen a la memoria a largo plazo y los que se conocen como la
potenciacion a largo plazo (posible mecanismo subyacente a la consolidacion de la
memoria). Estos hallazgos llevaron a que varios autores hipotetizaran que la
consolidacion, en el aprendizaje de la evitacion inhibitoria, se podria estar produciendo
por una potenciacion a largo plazo en las diferentes estructuras antes mencionadas
(Bernabeu y cols., 1997; Bevilaqua y cols., 2005; Izquierdo y cols., 2000a; Quevedo y
cols., 1997; Zanatta y cols., 1996). Ademas, no se sabe con certeza si dichas estructuras
(e. g. el hipocampo) estan implicadas en la potenciacion a largo plazo (Rosatto y cols.,

2004).

La mayoria de los autores consideran que el hipocampo, la amigdala, el septum
medial, la corteza entorrinal, la corteza parietal, la corteza singular y otros sistemas son
estructuras que, en mayor o menor medida, estan implicadas en la consolidacion de la
memoria adquirida en una prueba de evitacion inhibitoria (Izquierdo y cols., 1997,
2000a, 2000b; Izquierdo y Medina, 1997b; Lalumiere y cols., 2004; McGaugh, 2000;
McGaugh y cols., 1996; Rubin y cols., 2001; Vianna y cols., 2000, 2001; Wilensky y
cols., 2000; Zanatta y cols., 1996). Sin embargo, Barros y cols. (2001) observaron que
todas ellas estaban también implicadas en la recuperacion de la conducta adquirida.

Izquierdo y cols. (1997) sefialaron que estas estructuras también estan implicadas de
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manera secuencial en el proceso de recuperacion. En esta ocasion parece que se requiere
que sea el sistema glutamatérgico AMPA el que esté intacto. La implicacion del
hipocampo y de la amigdala en la recuperacion de la conducta de evitacion inhibitoria
es de menos de un mes, la corteza entorrinal estd implicada al menos un mes, mientras
que la implicacion de la corteza parietal perdura al menos dos meses (Izquierdo y cols.,

1997).

Existe cierta discrepancia sobre el tipo de memoria que se mide en la prueba de
evitacion inhibitoria, aunque la mayoria de los autores consideran que se trata de una
memoria explicita, que es un tipo de memoria a largo plazo (Izquierdo y cols., 1997,
2000a, 2000b; Vianna y cols., 2000). Ademas, el grupo dirigido por Izquierdo defienden
la idea de que la memoria a corto plazo y la memoria a largo plazo se rigen por
mecanismos diferentes; dicha idea se apoya en experimentacion psicofarmacologica y
también conductual (Barros y cols., 2005; Cammarota y cols., 2005; Walz y cols.,
2005). Sin embargo, otros autores consideran dicha tarea de evitacion, un aprendizaje
instrumental en el cual la aplicacion de la descarga eléctrica (o cualquier otro tipo de

estimulo aversivo) es contingente o eventual a la respuesta del animal (Wilensky y cols.,

2000).

La gran mayoria de estudios realizados sobre la consolidaciéon de la memoria,
han investigado exclusivamente momentos parciales de los procesos de memoria.
Ademas, la evolucioén temporal de estos procesos todavia es ampliamente desconocida.
Los procesos moleculares y neuronales que tienen lugar en las primeras fases de la
consolidacién de la memoria persisten en el tiempo en diferentes areas cerebrales,
siendo desconocida la influencia de estos procesos en las estructuras cerebrales

(Alberini, 2005; McGaugh, 1966; Milekic y Alberini, 2002).
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5.4.2.2. Sistemas de neurotransmision de la memoria en evitacion inhibitoria

Las pruebas de evitacion inhibitoria se han utilizado en muchas ocasiones para
estudiar el efecto que diferentes tipos de farmacos tienen sobre la memoria (Boccia y
cols., 2005; Bonini y cols., 2005; Both y cols., 2005; Cammarota y cols., 2004; Eidi y
cols., 2003; Everss y cols., 2005; Ferreira y cols., 2003; Hozumi y cols., 2003;
Lalumiere y cols., 2004; Shim y cols., 2003; Souza y cols., 2004; Walz y cols., 2005).
Los trabajos realizados con pruebas de evitacion inhibitoria han puesto de manifiesto
que el sistema colinérgico esta implicado en este tipo de tarea (e. g. Eidi y cols., 2003;
Ferreira y cols., 2003; Hozumi y cols., 2003). Los estudios que han utilizado farmacos
antagonistas colinérgicos han mostrado que éstos parecen tener un efecto deteriorante
sobre los procesos cognitivos implicados en la evitacion inhibitoria (Ambrogi-Lorenzini
y cols., 1992; Barros y cols., 2001; Castellano y cols., 1996; Cole y Jones, 1995; Eidi y
cols, 2003; Ferreira y cols., 2003; Hiramatsu y cols., 1994; Hozumi y cols., 2003;
Ikarashi y cols., 2000; Kopf'y cols., 2001; Malmberg-Aiello y cols., 2000; Molinengo y
cols., 1999; Roldan y cols., 2001; Rush y Streit, 1992; Senda y cols., 1997; Tanabe y
cols., 1999). Los agonistas colinérgicos, por su parte, han mostrado una mejora en la
conducta de evitacion inhibitoria (Barros y cols., 2001; Ciamei y cols. 2001; Eidi y cols,
2003; Hozumi y cols., 2003; Kopf'y cols., 2001; Miranda y McGaugh, 2004; Pavone y
cols., 1993; Power y cols., 2003; Rush y Streit, 1992; Sansone y cols., 1993; Senda y
cols., 1997; Zarrindast y cols., 1996).

También las catecolaminas influyen en el aprendizaje de evitacion inhibitoria,
aunque de una manera menos clara que otros sistemas de neurotransmisores. El sistema
noradrenérgico ha demostrado estar implicado en este tipo de memoria, especialmente
el sistema B-adrenérgico (Lalumiere y cols., 2005), ya que los inhibidores de este

sistema neurotransmisor, al ser administrados antes de la adquisicion (de forma crénica)
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o antes de la recuperacion de la tarea de evitacion inhibitoria, producen un deterioro de
la conducta de evitacion (Barros y cols., 2001; Nelson y cols., 1999). Con el sistema o.-
adrenérgico se han obtenido resultados contradictorios y poco claros. No obstante, se ha
observado que la administracion de agonistas adrenérgicos o después de la adquisicion
de una tarea de evitacion inhibitoria o antes de la sesion de recuperacion, producen una
mejora en la conducta de evitacion (Barros y cols., 2001; Zarrindast y cols., 2001).
También se ha observado que si se administran antagonistas adrenérgicos a después de
la sesion de adquisicién se produce un dafio en la conducta de evitacion inhibitoria

(Zarrindast y cols., 2001).

Los trabajos realizados con el sistema dopaminérgico resultan contradictorios
dependiendo, entre otras cosas, del momento de la aplicacion (antes o después de la
adquisicion) y del tiempo que se deja transcurrir entre la adquisicion y el momento de la
administracion del fArmaco (inmediatamente después o dejando un intervalo), asi como
de la via de administracion que se utiliza (Barros y cols., 2001; Bernabeu y cols., 1997;
Cabib y Castellano, 1997; Sansone y cols., 2000; Umegaki y cols., 2001; Vianna y cols.,
2001; Zarrindast y cols., 1995, 1996). Generalizando, podemos decir que los agonistas
dopaminérgicos parecen producir una mejora en la evitacion inhibitoria (Barros y cols.,
2001; Bernabeu y cols., 1997; Sansone y cols., 2000), mientras que los antagonistas
empeoran la ejecucion (Barros y cols., 2001; Lalumiere y cols., 2004; Umegaki y cols.,

2001; Vianna y cols., 2001).

Los farmacos que actian sobre el sistema serotoninérgico afectan a la conducta
de evitacion inhibitoria (Both y cols., 2005; Schneider y cols., 2003). Estas sustancias
pueden afectar de manera diferente segiin su administracion (antes de la adquisicion o
después de esta). La administracion, posterior a la adquisicion, de agonistas

serotoninérgicos producen deterioro de la conducta inhibitoria (Pavone y cols., 1993),
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mientras que la administracion de antagonistas la mejoran (Altman y Normilla, 1987).
Sin embargo, cuando la administracion de antagonistas serotoninérgicos se lleva a cabo
antes de la adquisicion de una conducta de evitacion inhibitoria, se observa un deterioro
de la misma (Altman y normilla, 1987). Por su parte, Barros y cols. (2001) observaron
que la administracion de agonistas serotoninérgicos antes de la recuperacion de la
conducta de evitacion producia un deterioro, mientras que si se administraban
antagonistas se observaba una mejora. Este efecto de los agentes serotoninérgicos sobre
la recuperacion se asemeja al que producen sobre la adquisicion de la conducta.
Posiblemente este efecto se deba a que la recuperaciéon de la conducta de evitacion

implica una readquisicion.

También se ha comprobado que la facilitacion de la transmision histaminérgica
mejora la conducta de evitacion inhibitoria (Eidi y cols., 2003), ya sea activando los
receptores histaminérgicos postsinpticos (Malmberg-Aiello y cols., 2000) o

bloqueando la recaptacion de histamina (Meguro y cols., 1995).

Los farmacos que actuan potenciando el sistema GABAérgico (ya sea a través
de los receptores GABA,, GABAg o benzodiazepinicos), producen un deterioro en la
tarea de evitacion inhibitoria (Assi, 2001; Both y cols., 2005; Cole y Jones, 1995;
Farkas y Crowe, 2000; Izquierdo y cols., 1997; Ogasawara y cols., 1999; Zarrindast y
cols., 2001); mientras que los que inhiben la transmision de este sistema mejoran la

conducta de evitacion (Farkas y Crowe, 2000).

El sistema glutamatérgico, actuando a través de los receptores NMDA, también
modula los procesos mnésicos implicados en las tareas de evitacion inhibitoria (e. g.
Barros y cols., 2005; Cammarota y cols., 2005). Se ha comprobado que la potenciacion

de estos receptores produce una mejora en la conducta inhibitoria (Rubin y cols., 2000,
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2001); mientras que los antagonistas glutamatérgicos provocan un dafio conductual
(Borowicz y cols., 2001; Castellano y cols., 1996; Ciamei y cols., 2001; Izquierdo y
cols., 1997; Mathis y cols., 1994; Quevedo y cols., 1997; Rubin y cols., 2000, 2001;
Vianna y cols., 2001; Zanatta y cols., 1996). Izquierdo y cols. (2000b) comprobaron que
los receptores glutamatérgicos AMPA y los metabotropicos también estaban implicados
en los procesos de recuperacion de la conducta de evitacion. La administracion de
antagonistas de estos receptores en la amigdala, antes de la sesidon de recuperacion de la

tarea de evitacion inhibitoria, produjo un dafio en el recuerdo.

No obstante, no todos los trabajos realizados con fairmacos que actiian sobre un
mismo neurotransmisor apuntan en la misma direccion. Estas diferencias, en muchas
ocasiones se deben a: la cepa de animales empleada, el momento de administracion del
farmaco (antes de la adquisicion, después de esta o antes de la recuperacion), la via de
administracion de los farmacos, el tiempo transcurrido entre la administracion y la
prueba, o los parametros elegidos para el procedimiento (e.g. la intensidad de descarga
eléctrica). Como hemos podido observar los sistemas de neurotransmision implicados
en los procesos mnésicos afectan, en mayor o menor medida, al tipo de memoria
estudiado en las tareas de evitacion inhibitoria. Por este motivo, ademas de su
simplicidad y fécil aplicacion, esta prueba se ha convertido en una de las mas usadas por
los investigadores en el estudio de la memoria y ello conlleva su utilizacién en la
actualidad (Barros y cols., 2005; Bevilaqua y cols., 2005; Boccia y cols., 2005; Bonini y
cols., 2005; Cammarota y cols., 2004, 2005; Chen, 2005; Kazlauckas y cols., 2005;
Lalumiere y cols., 2005; Walz y cols., 2005) y probablemente en el futuro.
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El objetivo fundamental de esta tesis doctoral ha sido investigar la intervencion
del sistema colinérgico en el efecto producido por la administracion aguda de

amitriptilina, sobre el aprendizaje de evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras.

Estd ampliamente constatado que la administracion de amitriptilina provoca
déficit de memoria (e.g. Everss y cols., 1999, 2005; Kumar y Kulkarni, 1996; Parra y
cols., 2002, 2006, Shimizu-Sasamata y cols., 1993; Takahashi y cols., 1995). Ademas,
es un farmaco con una potente accion anticolinérgica (e.g. Knegtering y cols., 1994;
Sein-Anand y cols., 2005) y existe una gran cantidad de trabajos que sefialan la
necesidad de que los mecanismos colinérgicos se conserven intactos para un buen
funcionamiento de la memoria (e.g. Bartus y cols., 1987; Drachman, 1982; Everitt y
Robbins, 1997; Hock, 1987; Karczman, 1990; 1993a, 1993b, 1995; Snyder, 1992). Por
ese motivo, se podria esperar que el deterioro de memoria producido sea debido a su

accion anticolinérgica.

Partiendo de estos datos, la hipotesis general de la presente tesis doctoral es que
la administracion de amitriptilina dafia la memoria implicada en una tarea de evitacion
inhibitoria en ratones de ambos sexos, y que ese deterioro estd mediado, al menos en
parte, a su accion sobre el sistema colinérgico. Para contrastar esta hipotesis se han

llevado a cabo los siguientes experimentos:
Experimento 1

En el primer experimento se ha explorado el efecto agudo de amitriptilina (30
mg/kg) postentrenamiento en evitacion inhibitoria con dos intensidades de descarga
eléctrica (0.3 mA y 0.5 mA) en ratones machos y hembras. Como hemos dicho, la
administracion del fAirmaco se realizé después del entrenamiento, con el fin de estudiar

si la amitriptilina afectaba a los procesos de memoria.
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En este experimento, asi como en la mayor parte de los experimentos realizados
en la presente tesis doctoral, se utilizaron tanto ratones machos como hembras, con el
fin de estudiar posibles diferencias de sexo. Existen trabajos realizados en animales que
han demostrado diferencias de sexo en el efecto de diferentes firmacos sobre los
procesos de aprendizaje y memoria (e.g. Monleon y Parra, 1997; Monleén y cols., 1998,
2002; Parra y cols., 1999a). Se sabe también que determinados antidepresivos presentan
una eficacia mayor, a la hora de reducir los sintomas depresivos, en funcion del género
de los pacientes (Kronstein y cols., 2000; Martényi y cols., 2001). Por este motivo,
también cabe la posibilidad de que un antidepresivo tenga diferente efecto sobre la

memoria en funcidn del género del individuo.

Debido a que no se observaron dafios cuando se administrd la amitriptilina
postentrenamiento, en el resto de experimentos también se estudio el efecto de dicho

farmaco preentrenamiento.
Experimento 2

En el segundo experimento se ha pretendido observar el efecto agudo de
amitriptilina (30 mg/kg) pre y postentrenamiento sobre evitacion inhibitoria en ratones
machos. De esta manera comprobamos si la administracion de amitriptilina 30 minutos
antes del entrenamiento dafna la memoria y corroboramos la ausencia de efecto después
del entrenamiento. Es decir, la administracion de amitriptilina antes de entrenamiento
provoca déficit en la adquisicion, siendo este efecto observado anteriormente en otros
estudios experimentales (e.g. Shimizu-Sasamata y cols., 1993; Takahashi y cols., 1995).
Estos resultados se pueden ratificar si administramos, de la misma manera, dicho

farmaco y utilizamos otras dosis diferentes a la usada hasta ahora (30 mg/kg).




6. OBJETIVOS E HIPOTESIS 127

Experimento 3

En el tercer experimento se ha pretendido ver cudl es el efecto agudo de varias
dosis de amitriptilina (5, 10 y 20 mg/kg) preentrenamiento sobre evitacion inhibitoria en
ratones machos y hembras. El objetivo fue comprobar si las dosis elegidas de
amitriptilina dafiaban la adquisicion. En este caso también se usaron ratones de ambos
sexos para estudiar la posible existencia de diferencias de género en el efecto de la

amitriptilina sobre la memoria.

En este experimento, se han confirmado los resultados obtenidos en el
experimento anterior, donde se ha observado que la administracion de diversas dosis de

amitriptilina deterioran la memoria al realizar dicha tarea.
Experimento 4

Los resultados obtenidos en el experimento anterior, nos dan pie a la utilizacién
de otro farmaco favorecedor de la memoria y que afecte al sistema colinérgico,
administrandolo después del entrenamiento, para observar asi cual es su efecto sobre la
memoria. En el cuarto experimento hemos investigado el efecto agudo de varias dosis
de oxotremorina (0.05, 0.1, 0.2 mg/kg) postentrenamiento sobre la evitacion inhibitoria
en ratones machos y hembras. De esta manera comprobamos si este farmaco tiene un
efecto favorecedor en la consolidacion de la memoria. Los resultados mostraron que no
cumple nuestra hipodtesis, ya que nos encontramos con una ausencia de efecto. Sin
embargo, es interesante decir que hay una tendencia beneficiosa sobre la memoria.
Ademéas, en la literatura existen trabajos que nos indican que la administracion de
oxotremorina tiene efecto favorecedor en la memoria (e.g. Baratti y cols., 1983; Baratti
y Kopf, 1996; Huygens y cols., 1980; Pavone y cols., 1993; Power y cols., 2003a).

Aunque, la ausencia de efecto encontrada en nuestros resultados, también se ha
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observado en la literatura (e.g. Maho y cols., 1988; Miyamoto y cols., 1989; Barros y
cols., 2004). Ademas, se han visto diferencias de sexo con la dosis mas alta de

oxotremorina.

Asi pues, decidimos reducir las dosis de amitriptilina para ver si el deterioro que
ocasiona este fArmaco se atentia cuando se administra posteriormente la oxotremorina;
ya que éste ultimo es un firmaco que act@ia también sobre el sistema colinérgico
(Artigas, 1998), pero la amitriptilina como antagonista y la oxotremorina como agonista

colinérgico, ademas de observar si se producen mas diferencias de sexo.
Experimento 5

En el quinto experimento se ha observado el efecto agudo de varias dosis de
amitriptilina (5, 10 y 15 mg/kg) preentrenamiento y oxotremorina (0.05 mg/kg)

postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras.

Basandonos en el posible deterioro dependiente de las dosis de amitriptilina, se
ha hipotetizado que al utilizar dosis mas bajas de este farmaco que en experimentos
anteriores, el grado de déficit que ocasiona podria ser revertido por la dosis de

oxotremorina administrada.

Dicha hipotesis parece ser que se ha cumplido, pero solo en la dosis mas baja de
amitriptilina (5 mg/kg) y solo en los sujetos hembra. También se observo que la
oxotremorina produce un efecto beneficioso sobre la memoria en las hembras al
compararlo con el grupo control, sin haber sido necesario haber administrado a ese
grupo antidepresivo. Es decir, los resultados no han sido muy concluyentes con respecto
al revertimiento del déficit ocasionado por la amitriptilina; diciendo que sigue

existiendo una tendencia a la mejora, pero los resultados no son estadisticamente
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significativos. Por lo que, en el siguiente experimento queremos ver dicho efecto en
ambos sexos y corroborar este efecto favorecedor obteniendo nivel de significacion

estadistica.
Experimento 6

En el sexto experimento se ha estudiado el efecto agudo de varias dosis de
amitriptilina (5, 7.5 y 10 mg/kg) preentrenamiento y oxotremorina (0.1 mg/kg)
postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras con diferente

intensidad de descarga eléctrica (0.4 mA).

Utilizando las mismas dosis bajas de amitriptilina e introduciendo otra
intermedia que no se habia utilizado en el presente trabajo, y aumentando la dosis de
oxotremorina, junto con una intensidad de descarga mayor que la utilizada hasta
entonces; hemos pretendido que las condiciones experimentales fuesen mas sensibles
para detectar efecto en los sujetos que se les administra oxotremorina. Sin embargo, la
hipotesis de la accion deteriorante de la amitriptilina, si que sigue apareciendo en los
datos obtenidos; pero existe ausencia de efecto de la oxotremorina, ademas aqui

tampoco se han observado diferencias de sexo.
Experimento 7

En el séptimo experimento se ha explorado el efecto agudo de amitriptilina (5
mg/kg) preentrenamiento y fisostigmina (0.3 mg/kg) postentrenamiento en evitacion

inhibitoria en ratones machos y hembras.

Como se ha comentado en los Experimentos 5 y 6, los resultados encontrados al
coadministrar amitriptilina y oxotremorina no han sido concluyentes, ya que no se han

obtenido resultados estadisticamente significativos. De forma que en este experimento
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se introduce la fisostigmina, otro farmaco con unas caracteristicas similares al anterior,
en el sentido de que dicho farmaco es un facilitador de la memoria, porque hay diversos
estudios que corroboran que inhibe el deterioro que ocasionan otros farmacosm como
por ejemplo: la escopolamina, la morfina, etc. (Dennes y Barnes, 1993; Dokla y
Rydelek-Fitzgerald, 1991; Dunnett, 1985; Rush y Streit, 1992; Yamazaki y cols., 1991;
Zarrindast y cols., 2006). Por tanto, la coadministracion de dicho fArmaco con otro que
deteriore la memoria, como es el caso del antidepresivo utilizado hasta ahora, debe

contrarrestar dicho déficit.

Los resultados obtenidos han alcanzado el nivel de significacion estadistica,
diciéndonos que se cumple nuestra hipotesis, ya que la fisostigmina, administrada
inmediatamente después del entrenamiento, revierte el deterioro que ocasiona la
administracion de amitriptilina 30 minutos antes del entrenamiento; habiendo

provocado recuperacion tanto en machos como en hembras.
Experimento 8

En el ultimo experimento se ha pretendido observar el efecto agudo de
amitriptilina (5 mg/kg) y varias dosis de fisostigmina (0.15, 0.3 y 0.6 mg/kg)

postentrenamiento en evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras.

En este experimento tenemos gran interés en ratificar el resultado obtenido en el
experimento 7, junto con la posibilidad de saber si se repiten estos resultados con una
dosis inferior y otra superior a la usada con fisostigmina. Hemos observado que los
datos nos dan resultados mds concretos con respecto a dicho farmaco, ya que la dosis
inferior también restablece el aprendizaje en sujetos machos y hembras. Sin embargo,
con la dosis alta solo ocurre en hembras. Ademas de que, en general, el aprendizaje lo

realizan mejor la hembras, habiéndose encontrado diferencias de sexo en la
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coadministracion de amitriptilina y dosis baja de fisostigmina. Por lo que, de nuevo
como en el experimento anterior, se verifica nuestra hipdtesis de que este
anticolinesterdsico restablece la alteracion de memoria que crea la amitriptilina. Es
decir, los resultados obtenidos sefialan a que, parece ser que, el sistema colinérgico

participa en el deterioro de evitacion inhibitoria producido por la amitriptilina.
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7. EFECTO AGUDO DE AMITRIPTILINA
POSTENTRENAMIENTO EN LA EVITACION
INHIBITORIA CON DOS INTENSIDADES DE

DESCARGA ELECTRICA EN RATONES
MACHOS Y HEMBRAS (EXPERIMENTO 1)
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7.1. INTRODUCCION

Algunos antidepresivos pueden interferir en el aprendizaje y producir déficit de
memoria, sobre todo a través de su accion anticolinérgica (Richelson y Nelson, 1984;
Riedel y van Praag, 1995); y la disminucion en el funcionamiento de este sistema
conlleva problemas de memoria en las mas variadas circunstancias (Kumar y Kulkarni,
1996; Pavone y cols., 1997; Sansone y cols., 1999). Asi, podremos comprender la
importancia que tiene conocer mejor los efectos cognitivos de la medicacion que se
administra a los pacientes. Una manera de aproximarse a este conocimiento consiste en
investigar con animales para obtener ideas que han de ser sometidas a prueba en

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

La amitriptilina es el antidepresivo triciclico mas anticolinérgico que se conoce.
Si se parte de la hipotesis colinérgica de la memoria (Deutsch, 1971), entonces aquellos
farmacos con propiedades anticolinérgicas, como los antidepresivos triciclicos, pueden
interferir en el aprendizaje y la memoria, produciendo algun tipo de deterioro en los
pacientes tratados (Riedel y van Praag, 1995). Sin embargo, existen pocos estudios que
investiguen la relacion entre los efectos de los antidepresivos y la memoria (Riedel y
van Praag, 1995). En nuestro laboratorio del Departamento de Psicobiologia, se ha
investigado y se esta investigando el efecto de algunos antidepresivos sobre la memoria
en animales (Everss y Parra, 1998; Everss y cols., 1999, 2005; Monleén y cols., 2001,
2002; Parra y cols., 2000, 2002; Vinader-Caerols y cols., 2006). Concretamente, los
efectos de la administracion aguda y cronica de amitriptilina, maprotilina y de
fluoxetina sobre la evitacion inhibitoria en ratones; técnica muy conocida en la
investigacion sobre el aprendizaje y la memoria animal, y una de las que mas se usa
cuando se quiere estudiar el efecto de determinados farmacos sobre la memoria (Heise,

1981). Estos estudios han desvelado diferente grado de deterioro en este
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condicionamiento segun el antidepresivo, siendo la amitriptilina la de efectos mas

consistentes y pronunciados.

Siguiendo nuestra linea de investigaciéon, en este primer experimento,
evaluaremos el efecto agudo postentrenamiento de una unica dosis de amitriptilina (30
mg/kg) sobre evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras. Para ello se
administrara dicho farmaco en diferentes intervalos de tiempo después del
entrenamiento, y asi comprobar la accidon de la amitriptilina sobre la consolidacion de la
memoria, la memoria a largo plazo y el recuerdo. Hemos querido utilizar una dosis mas
alta que las utilizadas normalmente en la literatura para ampliar el estudio del impacto
de otras dosis de amitriptilina sobre el condicionamiento de evitacidén inhibitoria 24
horas, 15 dias y 22 dias después del entrenamiento; aunque hay que decir que esta dosis
ya ha sido utilizada en otros trabajos experimentales encontrados (e.g. Fundaro, 1998) y
en nuestro grupo de investigacion (e.g. Everss y cols., 1999, Parra y cols., 2002).
Ademas, una de nuestras hipotesis de trabajo, para este experimento y posteriores de
la presente tesis doctoral, plantea que si esta dosis o dosis futuras, producen un
deterioro sobre la memoria, este efecto quedaria reflejado mediante una reduccion
de las latencias de cruce de los animales en la sesion de test de la prueba de
evitacion inhibitoria, en comparacién con los animales controles. Los animales
controles recordarian la conducta inhibitoria que habrian aprendido o consolidado

durante diferentes sesiones y presentarian latencias de cruce mas elevadas.
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7.2. MATERIAL Y METODOS
7.2.1. Sujetos

Se utilizaron un total de 96 animales (48 machos y 48 hembras) de la cepa CDI,
importados de CRIFFA (Lyon, Francia). Se eligié esta cepa porque son menos ansiosos
y tienen mayor conducta exploratoria que otras cepas, como por ejemplo los C57BL/6J
(Parmigiani y cols., 1999). A su llegada a nuestro laboratorio, fueron alojados en grupos
de 5 animales en cajas de plastico translicido (25 x 25 x 14.5 cm®) y el techo de barras
de acero inoxidable, con agua y comida ad /libitum. El ciclo invertido de luz-oscuridad
se establecid de 12:12 horas (luz 19:00 a 7:00 horas), y la temperatura del animalario
estaba controlada diariamente (22 + 2 °C). Desde la llegada al animalario hasta el
comienzo del experimento, los animales estuvieron en periodo de adaptacion en el
laboratorio durante 10 dias. Todas las pruebas se realizaron siempre durante la fase de
oscuridad, entre las 9:00 y las 16:00 horas. El tratamiento experimental y el cuidado de
los animales en éste y el resto de los experimentos de la presente tesis doctoral se
realizaron siguiendo la Directiva del Consejo de la Comunidad Europea de 24 de

noviembre de 1986 (86/609/EEC) y el Real Decreto espaiiol 1201/2005.
7.2.2. Farmaco

El farmaco utilizado fue clorhidrato de amitriptilina (Sigma-Aldrich Quimica,
Madrid), disuelto en suero salino (0.9 %) y se inyect6 por via intraperitoneal calculado
el volumen a razéon de 0.01 ml/g de peso corporal. También se emple6 para el grupo
control el mismo volumen de suero salino. En este experimento se utiliz6 una unica

dosis de farmaco (30 mg/kg).




7. EXPERIMENTO 1 136

7.2.3. Aparatos

Para la realizaciéon de este experimento se utilizd6 una caja de evitacion
inhibitoria para ratones (Ugo Basile, Comerio-Varese, Italia). El aparato consta
basicamente de una caja rectangular y un controlador. La caja estd compuesta por
laminas de Perspex. Est4 dividida en dos compartimentos de iguales dimensiones, con
la diferencia de que uno de ellos es de color blanco y el otro negro; estos dos
compartimentos estdn comunicados por una puerta corredera controlada
automaticamente. El compartimento claro estd iluminado constantemente por una luz
blanca de 24v-10w, localizada en el techo. Los valores de luminosidad en el
compartimento claro de la caja de evitacion son de 290 luxes (medidos con fotometro
gossen panlux electronic 2). El otro compartimento es totalmente opaco y permanece
constantemente a oscuras. El techo de la caja, que incluye los dos compartimentos, es el
unico acceso que tenemos a su interior y funciona con un sistema de bisagras. El suelo
es de varillas de acero inoxidable y funciona como un balancin regulable por peso, con
un punto de apoyo central, estando electrificado el suelo del compartimento negro
donde emite descarga eléctrica durante 5 segundos en la fase de entrenamiento, siempre
inmediatamente después de cruzar el sujeto. En un lateral de la rejilla, dando al exterior,
esta instalado un sistema de pesas que permite adaptar el balanceo del suelo al peso del
animal. Debajo de la rejilla se encuentra una bandeja de color negro, extraible para su
limpieza tras el paso por la caja de cada animal y en la que se recogen las defecaciones

del mismo.

El controlador en su parte frontal tiene los mandos para seleccionar los
parametros de cada experimento (periodo de adaptacion, intensidad de la descarga
eléctrica, duracion de la misma, duracion total del ensayo y contador del tiempo de

latencia). En la parte superior dispone de una rejilla de ventilacion, y en la parte
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posterior estéd localizado el boton de puesta en marcha, asi como sus conexiones a la red
eléctrica. Ademas, existe un pedal conectado al controlador mediante un cable, que se

acciona para dar comienzo a cada ensayo.

Al inicio de cada ensayo, la puerta corredera permanece cerrada durante el
periodo de adaptacion al aparato, impidiendo el acceso del animal al otro
compartimento. Al finalizar este periodo, la puerta corredera se abre automaticamente
comenzando a funcionar el contador del tiempo de latencia. Las respuestas posibles del
animal son dos: (1) si el animal cruza al compartimento negro cambia la inclinacion del
balancin provocando el bloqueo de la puerta, impidiendo que el animal pueda regresar
al anterior compartimento, y el contador de latencia de respuesta se detiene, recibiendo
una descarga eléctrica en las patas (con intensidad y duracion establecidas con
anterioridad en el controlador); y (2) si el animal no cruza evita la situacion que le
planteamos, permaneciendo la puerta abierta hasta que finaliza todo el periodo
establecido de duracion maxima de la prueba, volviendo a cerrarse automaticamente la

puerta corredera.

Este experimento fue realizado con caja de aislamiento; es decir, la caja de
evitacion inhibitoria se introdujo dentro de otra caja con una ventana central para poder
ver en su interior, que aisla de luz y sonidos del exterior, disponiendo dicha caja de

ventilacion.
7.2.4. Disefio experimental

En este experimento los sujetos fueron asignados aleatoriamente a cuatro grupos
en cada sexo. Cada grupo tuvo su administracion correspondiente por via intraperitoneal
de forma aguda inmediatamente después de pasar por la caja de evitacion inhibitoria.

Asimismo, se utilizaron dos intensidades diferentes de descarga eléctrica en la fase de
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entrenamiento de 0.3 y 0.5 mA. A los cuatro grupos diferenciados se les administro:
suero fisioldgico (salino-0.3 y salino-0.5) y amitriptilina (amitriptilina-0.3 y
amitriptilina-0.5), formando los grupos: S-0.3, S-0.5, A-0.3 y A-0.5. Y siendo la dosis
de amitriptilina de 30 mg/kg. Se selecciond esta dosis basandonos en trabajos previos
realizados en nuestro grupo de investigacion, donde se utilizaron dosis de 7.5, 15y 30
mg/kg; siendo los resultados mas pronunciados los de la dosis mas alta (Everss y cols.,

1999; Parra y cols., 2002).
7.2.5. Procedimiento

El orden en que los ratones pasaron por la prueba se fij6 mediante sorteo entre
todos los sujetos del experimento. La fase de entrenamiento empieza colocando al
sujeto en el compartimento blanco de la caja, de espaldas a la puerta. Tras accionar el
pedal, el animal permanece en un periodo de adaptacion de 90 segundos, hasta que al
finalizar dicho periodo se abre la puerta corredera, dejando que el animal acceda
libremente al compartimento negro. Los animales que cruzaron recibieron una descarga
eléctrica durante 5 segundos de 0.3 mA 6 de 0.5 mA, registrandose de inmediato la
latencia de respuesta; y los sujetos que no cruzaron fueron descartados del experimento.
Cuando el animal se extrajo de la caja se le administré su dosis correspondiente al grupo

al que pertenecia.

Transcurridas 24 horas de la fase de entrenamiento, se realizo la fase de test L.
En ella se introdujeron los animales de nuevo en la caja de evitacion inhibitoria
estableciendo como duracion maxima del ensayo 300 segundos. En la fase de test hay
una diferencia con respecto a la fase de entrenamiento: se ha eliminado la descarga
eléctrica; pero el resto del procedimiento es exactamente igual que en la fase de

entrenamiento. Ademas, 15 dias después del entrenamiento, los sujetos volvieron a
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pasar por la fase de test, llamandola test II; y cuando transcurrieron 22 dias del
entrenamiento, de nuevo pasaron por la fase de test, llamandola test III. Asi pues, los
sujetos pasaron por la caja de evitacion inhibitoria cuatro veces, la primera vez o fase de
entrenamiento fue realizada con descarga eléctrica y los tres pases restantes o fases de
tests (test I, I y III) se elimin6 dicha descarga eléctrica. Aunque, hay que diferenciar el
test I del I y el III. En este caso, los animales fueron sometidos a una extincion forzada,
siendo los mismos parametros que en cualquier test, con la diferencia de que si el
animal cruzaba al compartimento negro se registraba la latencia, y se le dejaba alli
durante 120 segundos, midiendo este tiempo con un crondémetro; si por el contrario el
sujeto no cruzaba, se anotaba la latencia de cruce maxima (300 segundos) y se le
colocaba en el compartimento negro durante 120 segundos antes de devolverlo a su

jaula.

Tanto en la fase de entrenamiento como en las de test, cada animal fue devuelto
a su jaula inmediatamente después del pase por la prueba. Asimismo se limpi6 la caja
después del pase por la prueba. El experimento se realizo en el laboratorio a una
temperatura controlada y en un estado de semipenumbra conseguido con una luz roja de
25w. El disefio y procedimiento de este experimento aparece esquematizado en la

Figura 7.1.

Como medida de aprendizaje se utilizo las latencias de cruce del entrenamiento
y del test de evitacion inhibitoria. Dichas latencias, anotadas manualmente después de la

realizacion de cada ensayo, pueden oscilar entre 0.0 y 300.0 segundos.
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ENTRENAMIENTO
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 - 300 seg)
Descargas eléctricas (0.3 y 0.5 mA)

INMEDIATAMENTE DESPUES

ADMINISTRACION AGUDA 1.P.

MACHOS HEMBRAS
s [ A s [ A s [ A s | A
0.3 mA 0.5 mA 0.3 mA 0.5 mA

n=12 | n=12 | n=12 [ n=12 | n=12 [ n=12 [ n=12 | n=12

24 HORAS DESPUES

TEST I
Adaptacion (30 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descargas eléctricas

15 DIAS DESPUES

TEST II (EXTINCION FORZADA)
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descargas eléctricas

22 DIAS DESPUES

TEST 111
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descargas eléctricas

Figura 7.1. Diseflo y procedimiento del Experimento 1. I.P.: Intraperitoneal, S: salino, A: 30 mg/kg de
amitriptilina, n: nimero de sujetos por grupo.
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7.2.6. Analisis estadistico

Como medida de aprendizaje se utilizd la latencia de respuesta del
entrenamiento y el test, en décimas de segundo obtenidas de la caja de evitacion
inhibitoria. Los resultados se evaluaron utilizando estadistica paramétrica, Analisis de
Varianza (ANOVA), y se consideré p < 0.05 como nivel minimo de significacion
estadistica. Para dicho andlisis los datos fueron transformados de la siguiente manera:
(1) se calculod la proporcion de cada dato con respecto a la respuesta maxima (p = x /
300), (2) se realizo la raiz cuadrada de dicha proporcion (\/p) y, (3) se obtuvo el
arcoseno de la raiz cuadrada de la proporciéon (arcoseno \p). Realizada la
transformacion de todas las latencias obtenidas de cada sujeto experimental, y en base a
Snedecor y Cochran (1980) se hizo un Analisis de Varianza, debido a que los datos
reunian los requisitos de normalidad. Por lo tanto, la variable dependiente se distribuyo
normalmente, comprobandolo mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov; y
homoscedasticidad, es decir, las varianzas de los grupos deben ser homogéneas,
realizando el test de Cochran. Las variables independientes fueron el Tratamiento y el

Sexo, y la variable dependiente la Fase (entrenamiento y test).

Después de realizar el ANOVA, se realizaron comparaciones post-hoc entre los
diferentes tratamientos, donde se utilizé la prueba de Newman-Keuls. Dicha prueba, se
hizo siempre, aunque la interaccion en Analisis de Varianza no fue estadisticamente
significativa; ya que nos parecid relevante realizarlo, para observar con mas detalle

cuales eran las diferencias entre los distintos tratamientos.

Ademas, para las comparaciones entre entrenamiento y test dentro del mismo
grupo, se usd la t de Student para muestras dependientes. Todos los andlisis se

realizaron con el programa “Stadistica” version 5.5 para Windows.
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7.3. RESULTADOS

Independientemente del sexo, los resultados del Tratamiento en el entrenamiento
nos indicaron que los datos no alcanzaron el nivel de significacion estadistica (F3g3 =

1.52,n.s.).

Sin embargo, la variable Tratamiento en el test I, fue estadisticamente
significativa (F3 g3 = 5.08, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-hoc de Newman-
Keuls salio significativa estadisticamente en los dos tratamientos: salino (S) y
amitriptilina (A) versus 0.3 mA (p < 0.01); presentando latencias mayores los grupos

con intensidad de descarga de 0.5 mA con respecto a los de 0.3 mA (ver Figura 7.2).

CONSOLIDACION ‘ B ENTRENAMIENTO OTEST I ‘
H

ARCOSENO p

0.3 mA 0.5 mA

TRATAMIENTO

Figura 7.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el efecto de la
administracion aguda [.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina; donde la fase de
test I fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento. # p < 0.05 vs S-0.3 mA y A-0.3 mA, y
++p <0.01 vs entrenamiento.
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Al realizar el analisis de varianza por separado machos y hembras, los resultados
nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase de test I
en machos: F3 44 = 4.18, p = 0.01; pero no en hembras: F344 = 1.58, n.s.. El post-hoc en
machos, obtuvo significacion estadistica en el grupo de A-0.5 versus A-0.3 mA (p <

0.05) (ver Figuras 7.3y 7.4).

CONSOLIDACION BENTRENAMIENTO  OTESTI ‘

ARCOSENO p

0.3 mA

0.5 mA

MACHOS
TRATAMIENTO

Figura 7.3. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el
efecto de la administracion aguda 1.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina;
donde la fase de test I fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento. # p < 0.05 vs A-0.3
mA.

Ademas, si observamos los resultados, tampoco se encontraron diferencias
estadisticamente significativas al comparar machos y hembras en la fase de test I, con

Fi33 =1.56, n.s. (ver Figura 7.5.).
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Figura 7.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el
efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina;
donde la fase de test I fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento.
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Figura 7.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5
mA, en el efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de
amitriptilina; donde la fase de test I fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento.
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Las comparaciones entre entrenamiento y test I, juntando machos y hembras,
fueron estadisticamente significativas con la t de Student en todos los tratamientos,
tanto con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA (S: t;3 = 7.10, p < 0.01 y A: t)3 =
5.48, p <0.01) como de 0.5 mA (S: t;3=9.50, p < 0.01 y A: tp3 = 10.94, p <0.01) (ver
Figura 7.2). También, aparecieron diferencias estadisticamente significativas al realizar
dicho andlisis en cada sexo por separado; siendo las comparaciones significativas en los
siguientes grupos de machos: 0.3 mA (S: t;; =5.39,p<0.01 y A: t;; =3.81,p<0.0l) y
0.5mA (S: 1, =6.72,p<0.01 y A: t;; =7.92, p <0.01); y de hembras: 0.3 mA (S: t;; =
485, p<0.0lyA:t;=396,p <0.01)y 0.5 mA (S: t;; =647, p <0.0l y A: t;
7.48,p <0.01) (ver Figura 7.6.).
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Figura 7.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5
mA, en el efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de
amitriptilina; donde la fase de test I fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento. ++ p <
0.01 vs entrenamiento.
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La variable Tratamiento en el test II, fue estadisticamente significativa (F3gg =
6.63, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-hoc de Newman-Keuls sali6
significativa estadisticamente en: S-0.5 versus S-0.3 mA y A-0.5 versus A-0.3 mA (p <
0.01, p < 0.05, respectivamente); presentando latencias mayores los grupos con

intensidad de descarga de 0.5 mA con respecto a los de 0.3 mA (ver Figura 7.7).

MLP | BENTRENAMIENTO  OTEST Il
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Figura 7.7. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el efecto de la
administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina; donde la fase de
test II fue realizada 15 dias después de la fase de entrenamiento. ## p < 0.01 vs S-0.03 mA y # p <0.05 vs
A-0.3 mA, y ++ p <0.01 vs entrenamiento.

Al realizar el andlisis de varianza por separado machos y hembras, los resultados
nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase de test II
en machos: Fz44 = 2.95, p < 0.05; y en hembras: F344 = 3.96, p = 0.01; donde el post-
hoc en hembras, nos dijo que se obtuvo significacion estadistica en el grupo de A-0.5

versus A-0.3 mA (p < 0.05) (ver Figuras 7.8 y 7.9).
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Figura 7.8. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el
efecto de la administracion aguda 1.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina;
donde la fase de test II fue realizada 15 dias después de la fase de entrenamiento.
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Figura 7.9. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el
efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina;
donde la fase de test II fue realizada 15 dias después de la fase de entrenamiento. # p < 0.05 vs A-0.3 mA.
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Si observamos los resultados, también podemos ver que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar machos y hembras en la fase de

test II, con F; gg = 0.89, n.s. (ver Figura 7.10.).
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Figura 7.10. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5
mA, en el efecto de la administraciéon aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de
amitriptilina; donde la fase de test II fue realizada 15 dias después de la fase de entrenamiento.

Las comparaciones entre entrenamiento y test I, juntando machos y hembras, fueron
estadisticamente significativas con la t de Student en todos los tratamientos, tanto con
intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA (S: t;3 =5.19, p < 0.01 y A: tp3 =3.69, p <
0.01) como de 0.5 mA (S: t;3 =7.57,p <0.01 y A: t,3 =6.05, p <0.01) (ver Figura 7.7).
También, aparecieron diferencias estadisticamente significativas al realizar dicho
analisis en cada sexo por separado; siendo las comparaciones significativas en los
siguientes grupos de machos: 0.3 mA (S: t;; =3.37,p<0.01 y A: t;; =2.65,p<0.05) y
0.5mA (S:t,;=4.93,p<0.01 y A: t;; =3.66,p <0.01); y de hembras: 0.3 mA (S: t;; =
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395, p<0.0lyA:t;; =2.60,p <0.05)y0.5mA (S: t;; =5.62,p<0.01 y A: t;
=4.86,p <0.01) (ver Figura 7.11.).

MLP \ BENTRENAMIENTO  OTEST Il \

ARCOSENO p

MACHOS HEMBRAS MACHOS HEMBRAS
0.3 mA 0.5 mA
TRATAMIENTO

Figura 7.11. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5
mA, en el efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de
amitriptilina; donde la fase de test II fue realizada 15 dias después de la fase de entrenamiento. ++ p <
0.01 y + p <0.05 vs entrenamiento.

La variable Tratamiento en el test III no alcanzé el nivel de significacion
estadistica (F3gg = 0.93, n.s.) (ver Figura 7.12). Y tampoco, al realizar el andlisis de
varianza por separado machos y hembras, obteniendo los siguientes resultados en

machos: Fz44 =1.61, n.s.; y en hembras: F3 44 = 0.54, n.s. (ver Figuras 7.13 y 7.14).
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Figura 7.12. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el efecto de la
administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina; donde la fase de
test III fue realizada 22 dias después de la fase de entrenamiento. ++ p < 0.01 y + p < 0.05 vs
entrenamiento.
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Figura 7.13. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el
efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina;
donde la fase de test III fue realizada 22 dias después de la fase de entrenamiento.
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Figura 7.14. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA, en el
efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de amitriptilina;
donde la fase de test I1I fue realizada 22 dias después de la fase de entrenamiento.

Teniendo en cuenta los resultados, podemos observar que no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al comparar machos y hembras en la fase de

test III, con F; g3 = 0.67, n.s. (ver Figura 7.15.).

Ademas, las comparaciones entre entrenamiento y test III, juntando machos y
hembras, fueron estadisticamente significativas con la t de Student en todos los
tratamientos, tanto con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA (S: ty3 = 3.22, p <
0.01y A: tp3=2.62, p <0.05) como de 0.5 mA (S: t;3=3.43,p<0.01 y A: t,3=3.03,p
< 0.01) (ver Figura 7.12). Realizando dicho analisis en cada sexo por separado,
encontramos diferencias estadisticamente significativas en el grupo de A-0.5 mA de
machos (t;; = 2.68, p < 0.05); y en los de salino (0.3 mA: t;; =2.78, p < 0.05 y 0.5 mA:
t;1=4.59, p <0.01) de hembras (ver Figura 7.16.).
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Figura 7.15. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5
mA, en el efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de
amitriptilina; donde la fase de test III fue realizada 22 dias después de la fase de entrenamiento.
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Figura 7.16. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5
mA, en el efecto de la administraciéon aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino y A: 30 mg/kg de
amitriptilina; donde la fase de test III fue realizada 22 dias después de la fase de entrenamiento. ++ p <
0.01 y + p <0.05 vs entrenamiento.
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7.4. DISCUSION

En este experimento se ha estudiado el efecto de la administracion aguda
después del entrenamiento de 30 mg/kg de amitriptilina sobre el recuerdo tras varios
intervalos de tiempo (24 horas, 15 dias y 22 dias) en el condicionamiento de evitacion
inhibitoria en ratones machos y hembras, con dos intensidades de descarga eléctrica a

las que se les someti6 a los sujetos en el entrenamiento (0.3 y 0.5 mA).

La dosis empleada en el presente experimento no ha tenido efecto significativo
sobre la evitacidn inhibitoria, en ninguno de los momentos en que se ha realizado el test
(24 horas, 15 dias y 22 dias después del entrenamiento). Estos datos nos indican que no
ha habido ningun efecto del farmaco al compararlo con el grupo control; por lo que, el
tratamiento no ha sido efectivo en ninguno de los tres tests. Esta falta de efecto, también
ha sido observada en alglin otro trabajo experimental. Suzuki y cols. (1995) evaluaron
dosis orales de 10, 30 y 50 mg/kg sobre la evitacion inhibitoria en ratones viejos, pero

no describieron ningun efecto significativo de este antidepresivo.

Tampoco se ha observado diferencias entre machos y hembras. Aunque no
hayan aparecido diferencias de sexo, si que podemos decir que tanto en el Test I como
en el Test II las latencias de cruce en las hembras son més largas que en los machos, no
solo en los grupos tratados con amitriptilina sino también en los grupos a los que se les
administr6 suero fisioldgico; reflejandonos que las hembras realizan mejor la tarea de
aprendizaje. Esta tendencia a que las hembras realizan mejor el condicionamiento de

evitacion, no es tan evidente en el caso del Test I11.

Se puede decir, que aunque no se hayan encontrado diferencias de sexo
estadisticamente significativas, esta tendencia a que realicen mejor su tarea las hembras,

se ha observado en nuestro grupo de investigacion con otros farmacos no
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antidepresivos. Se han encontrado efectos sexodimodrficos con antipsicéticos, que
también han variado en funcidén de la dosis empleada y en los que se ha puesto en
evidencia que son los machos los mas afectados por el farmaco (Arenas y cols., 1993,

1995 y 1999; Monleon y cols., 1998; Monle6n y Parra, 1998; Parra y cols., 1999a).

Al realizar comparaciones dos a dos, si que se han encontrado diferencias en las
latencias (en su ejecucion y aprendizaje) entre los grupos sometidos a dos intensidades
de descarga eléctrica, que aunque no son de primordial interés en este trabajo en
concreto, si que debemos tenerlo en cuenta para los experimentos venideros de esta tesis
doctoral. Dichas diferencias han aparecido en los machos tratados con farmaco en el
Test I, y en los machos control y hembras tratadas con amitriptilina en el Test II; siendo
las latencias de cruce mas largas en aquellos grupos a los que se les ha sometido a una
descarga eléctrica de 0.5 mA. Por lo que, podemos decir que las diferencias de
intensidad de descarga eléctrica encontradas, nos han llevado a elegir la intensidad de
0.3 mA para el resto de experimentos de esta tesis doctoral, debido a que la intensidad
de 0.5 mA parece ser que ha sido demasiado alta. Es decir, las latencias de respuesta
encontradas en este experimento, casi alcanzan un “efecto techo” establecido por el
procedimiento (duracién maxima del ensayo: 300 segundos), y el efecto que produjera

dicho farmaco podria estar enmascarado por el efecto techo mencionado.

Los analisis estadisticos nos indican que se ha producido consolidacion y
memoria a largo plazo en todos los grupos experimentales, siendo las latencias del Test
I y Test II mas largas que las encontradas en el entrenamiento; reflejando que se ha
producido evidente aprendizaje. Estos resultados no han aparecido en el caso del Test
111, ya que no se ha producido recuerdo en la memoria en los machos a los que se les ha
sometido a una intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; indicandonos que han

sufrido olvido en este sexo en concreto. No tenemos explicacion para el aprendizaje de
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este mismo sexo tratados con farmaco e intensidad de 0.5 mA, quizas no ha afectado
por igual a los machos que a las hembras. Se han propuesto algunas hipotesis para
explicar estas diferencias entre sexos, como por ejemplo, diferencias en la
metabolizacion del farmaco (Pollock, 1997; Yonkers y cols., 1992) o a un mejor
aprendizaje de las hembras; aunque estas diferencias no han sido consistentes (Palanza,

2001).

Los datos obtenidos en este experimento nos dan idea de cual es el camino que
debemos seguir para realizar futuros trabajos de esta tesis doctoral. Entre ellos, diremos
que en los siguientes experimentos se trabajard con una Unica intensidad de descarga
eléctrica (0.3 mA) y administraremos este fairmaco pre y postentrenamiento, para

observar cuales son sus efectos sobre la evitacion inhibitoria.
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8. EFECTO AGUDO DE AMITRIPTILINA
PRE Y POSTENTRENAMIENTO EN LA
EVITACION INHIBITORIA EN RATONES
MACHOS (EXPERIMENTO 2)
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8.1. INTRODUCCION

En este experimento se ha intentado comprobar si realmente la amitriptilina
produce deterioro en la adquisicion y en la consolidacién de la memoria, administrando
el farmaco antes y después del entrenamiento. Se han utilizado solo machos, teniendo
en cuenta que en la literatura y en los trabajos de experimentacion animal, vemos que en
la mayor parte de los casos se ha experimentado con sujetos de este sexo (Archer y
cols., 1984; Carey y cols., 2001; Danysz y cols., 1988; Introini-Collison y cols., 1992;
Sansone y cols., 1999; Parra y cols., 2000; Power y cols., 2003a); y también nos hemos
basado en los resultados obtenidos en el experimento anterior, ya que se produjo déficit
en el recuerdo o recuperacion en los sujetos machos a los que se les dio intensidad de

descarga eléctrica de 0.3 mA.

Lo que se pretende con este segundo experimento es estudiar mas
detalladamente el efecto que podria tener sobre la memoria la administracion aguda
de la misma dosis de amitriptilina que en el experimento anterior (30 mg/kg), para
asi corroborar el efecto amnésico encontrado en la administracion postentrenamiento
en la prueba de evitacion inhibitoria con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA.
Ademas, también se pretende observar el efecto que provoca en la memoria la
administracion preentrenamiento del mismo farmaco y la misma dosis, viendo asi
cuales son sus influencias en la adquisicion, ya que en la literatura se ha mostrado
que dicho farmaco impide el aprendizaje de evitacion en dosis altas, como 30 mg/kg
(e.g. Parra y cols., 2006) y en dosis mas bajas, como es el caso de 5 mg/kg (e.g.
Sansone y cols., 1999); siendo todo esto debido, entre otros motivos, a que la

amitriptilina tiene una potente accion anticolinérgica (Sein-Anand y cols., 2005).
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La evitacion inhibitoria es una prueba de aprendizaje y memoria que usa
estimulos aversivos, dicha prueba utiliza como estimulo aversivo la descarga
eléctrica, la cual provoca miedo a los animales; siendo esto lo que hace que los
sujetos recuerden dicha experiencia negativa, y como consecuencia de ello hacen
todo lo posible para evitarla. Este, entre otros, es uno de los motivos por lo que se ha
elegido dicha prueba; ademas, de que es un procedimiento ampliamente validado y
consolidado en la literatura (e.g. Clements y Bourne, 1996; Daws y cols., 1998;
Elrod y Buccafusco, 1988; Flagioli y cols, 1992; Laborit y Zerbib, 1987; Matthis y
cols., 1994; Meguro y cols., 1995; Pavone y cols., 1993; Sansone y cols., 1993;
Tanabe y cols., 1997; Zarrindast y cols., 1995).

8.2. MATERIAL Y METODOS
8.2.1. Sujetos

Se utilizaron 30 ratones machos de la cepa CD1, importados de CRIFFA (Lyon,
Francia). Del total de animales con el que se empez0 a trabajar en este experimento, se
eliminaron 5 de ellos por muerte experimental, quedandose un menor numero de sujetos
por grupo. Las condiciones en que fueron alojados los animales en el laboratorio y en

las que se realizaron las pruebas fueron las mismas que las descritas en el Experimento

1 (ver Apartado 7.2.1.).
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8.2.2. Farmaco

La manera en que los 30 mg/kg de amitriptilina y el suero fisioldgico fueron

preparados y administrados, se detalla en el Experimento 1 (ver Apartado 7.2.2.).
8.2.3. Aparatos

La caja de evitacion inhibitoria y la de aislamiento empleadas, fueron descritas

con anterioridad en el Experimento 1 (ver Apartado 7.2.3.).
8.2.4. Disefio experimental

En este experimento los sujetos fueron asignados aleatoriamente en tres grupos.
Cada grupo tuvo su administracién correspondiente por via intraperitoneal de forma
aguda, antes y después de pasar por la caja de evitacion inhibitoria. A los tres grupos
diferenciados se les administrd: suero fisioldgico 30 minutos antes e inmediatamente
después de pasar por la prueba (salino-salino), amitriptilina antes y suero fisioldgico
después (amitriptilina-salino) y suero fisioldgico antes y amitriptilina después (salino-
amitriptilina); formando los grupos: SS, AS y SA respectivamente. Y siendo la dosis de

amitriptilina de 30 mg/kg.
8.2.5. Procedimiento

El orden en que los ratones pasaron por la prueba, se fijo mediante sorteo entre
todos los sujetos del experimento. Inmediatamente antes de la primera administracion se
pesaba a cada animal, y a los 30 minutos se introducia en la caja de evitacion
inhibitoria, sometiéndolo a la primera fase o fase de entrenamiento. El ensayo empieza
colocando al sujeto en el compartimento blanco de la caja, e inmediatamente después se

accionaba el pedal, permaneciendo el animal en un periodo de adaptacion de 90
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segundos. Al finalizar dicho periodo de adaptacion se abre la puerta corredera, y se deja
que el animal acceda libremente al compartimento negro. Los animales que cruzaron
recibieron una descarga eléctrica de 0.3 mA durante 5 segundos, registrandose de
inmediato la latencia de respuesta; y los sujetos que no cruzaron fueron descartados del
experimento. Cuando el animal se extrajo de la caja se le administro su segunda dosis

correspondiente al grupo al que pertenecia.

La segunda fase, o fase de test, fue realizada 24 horas después de la fase de
entrenamiento. En ella se introdujeron los animales de nuevo en la caja de evitacion
inhibitoria evaluando asi su aprendizaje y estableciendo como duracién maxima del

ensayo 300 segundos.

La diferencia entre la fase de entrenamiento y la de test, radica en que en ésta
ultima se ha eliminado la descarga eléctrica; pero el resto del procedimiento es

exactamente igual que en la fase de entrenamiento.

El experimento expuesto anteriormente, fue realizado con caja de aislamiento; es
decir, la caja de evitacion inhibitoria se introdujo dentro de dicha caja de aislamiento. El

disefio y procedimiento de este experimento aparece esquematizado en la Figura 8.1.
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1* ADMINISTRACCION AGUDA LP.

S A S
n=8 n=7 n=10

30 MINUTOS DESPUES

ENTRENAMIENTO
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Descarga eléctrica 0.3 mA

INMEDIATAMENTE DESPUES

22 ADMINISTRACCION AGUDA 1.P.

L s | s | A |
24 HORAS DESPUES
TEST

Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descarga eléctrica

Figura 8.1. Disefio y procedimiento del Experimento 2. I.P.: Intraperitoneal, S: salino, A: 30 mg/kg de
amitriptilina, n: nimero de sujetos por grupo.

8.2.6. Analisis estadistico

Como en el anterior experimento, se analizaron los datos utilizando el Anélisis
de Varianza. Posteriormente se usaron: (1) la prueba de Newman-Keuls, para
comparaciones post-hoc entre tratamientos; y (2) la t de Student para realizar
comparaciones entre entrenamiento y test dentro del mismo grupo. Utilizando también p

< 0.05 como nivel minimo de significacion estadistica (ver Apartado 7.2.6.).
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8.3. RESULTADOS

Durante la fase de entrenamiento, la variable Tratamiento no alcanzd la

significacion estadistica (F22, = 1.40, n.s.).

En el test, la variable Tratamiento, fue estadisticamente significativa (F,2, =
11.82, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-hoc de Newman-Keuls salio
significativa estadisticamente en el caso AS versus SS (p < 0.01); donde dicho grupo

presento latencias menores que el grupo SS (ver Figura 8.2.).

‘ B ENTRENAMIENTO O TEST

ARCOSENO f

S§S AS SA
TRATAMIENTO

Figura 8.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, AS: 30 mg/kg de
amitriptilina-salino y SA: salino-30 mg/kg de amitriptilina. ** p < 0.01 vs SS, y ++ p < 0.01 vs
entrenamiento.
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Las comparaciones entre entrenamiento y test, fueron estadisticamente
significativas con la t de Student en los grupos salino-salino (SS: t; = 7.81, p < 0.01) y
salino-amitriptilina (SA: ty = 5.19, p < 0.01), siendo las latencias de cruce en el test
mayores que en el entrenamiento; pero no en el grupo amitriptilina-salino (AS: ts =
1.84, n.s.), donde dichas latencias en el test fueron menores que en el entrenamiento

(ver Figura 8.2).
8.4. DISCUSION

En este experimento se ha estudiado el posible efecto sobre la adquisicion y la
consolidacion de la memoria en una tarea de evitacion inhibitoria, administrando 30
mg/kg de amitriptilina o suero fisiologico antes y después del entrenamiento en ratones

machos.

Tras realizar el andlisis estadistico de este experimento, hemos observado que el
grupo al que se le administr6 amitriptilina y posteriormente salino (AS), presentod
latencias de cruce similares en la fase de test con respecto a la de entrenamiento. Pero,
esto no ocurrid cuando se administro salino antes y después del entrenamiento (SS), y
también en el caso en el que se les dio salino y amitriptilina respectivamente (SA);
siendo las latencias en la fase de test mucho mas largas que en la fase de entrenamiento.
Esto nos indica que los sujetos no pudieron adquirir la evitacion inhibitoria, cuando el
farmaco se administrd preentrenamiento; aunque si que hubo consolidacion cuando la
amitriptilina fue administrada postentrenamiento. De forma similar a la consolidacion

de memoria observada en el grupo control.

La administracion de amitriptilina inicamente antes del entrenamiento deterior6
la memoria en evitacion inhibitoria al compararlo con su grupo control, donde estos

resultados se ven reflejados en las latencias de test de la grafica (ver Figura 8.2.).
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Resultados similares también se han observado en trabajos como el de Shimizu-

Sasamata y cols. (1993) hecho con ratas, y el de Takahashi y cols. (1995) en ratones.

Sin embargo, nuestros resultados reflejan que no se han encontrado diferencias de

tratamiento en el caso de administrar exclusivamente el farmaco después del

entrenamiento (ver Figura 8.2.), coincidiendo estos resultados con los hallados en la

literatura realizados con ratas, donde la administracion del farmaco pretest no influy6 en

el recuerdo del aprendizaje de evitacion inhibitoria (Klint, 1991).

Los resultados reflejan pues que la administracion de amitriptilina antes del

entrenamiento produce déficit en memoria. Este efecto puede ser debido a diferentes

causas, y entre ellas podemos encontrar las siguientes:

Accion anticolinérgica: este efecto ha sido observado en investigacion en
décadas anteriores, donde se ha visto el papel que juega el sistema colinérgico en
el almacenamiento y retencion de la informacioén durante un nuevo aprendizaje
(e.g. Deutsch, 1971), y actualmente se sigue corroborando dicha acciéon (e.g.
Sein-Anand y cols., 2005), siendo una de las mas importantes y destacadas en
los procesos cognitivos. Es decir, dicho sistema de neurotransmision juega un
papel crucial en los procesos de aprendizaje y memoria (Singh y Parle,

2003).

Disminuciéon de la actividad motora: se ha visto que este antidepresivo tiene
accion hipoactiva en estudios realizados con ratas (e.g. Dziedzicka-Wasylewska
y Rogoz, 1997), aunque esta disminucion de la movilidad, también se ha
observado en otros estudios (e.g. Brocco y cols., 2002; Takamori y cols., 2001).
Por lo que, debemos deducir que la disminuciéon de la actividad motora al

administrar amitriptilina en sujetos experimentales, debe mejorar la ejecucion de
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la tarea en la fase de test. No obstante, no se observan diferencias en las
latencias de entrenamiento, siendo estos resultados indicativos de que es
admisible que no aparezcan diferencias en la actividad motora y menos probable
que el efecto motor se observe en el test. Ademas, el efecto motor, también
puede ser ocasionado por la implicacion de otros sistemas de neurotransmision,
como por ejemplo es el caso del sistema dopaminérgico, ya que Cyr y cols.
(2001) han mostrado que la administracion crénica de amitriptilina disminuye

los receptores D; y D5 en el cerebro.

e Accion sedativa: la amitriptilina es un farmaco que produce sedacion (Epstein y
cols. 2003), ello puede conllevar mala ejecucion en tareas de aprendizaje, como
puede ser en una tarea de evitacion inhibitoria, que es el caso del presente

trabajo.

Por lo que, estos pueden ser algunos de los motivos por los cuales se han
observado dichos resultados. De todos modos, en futuros experimentos utilizaremos
diferentes dosis de este farmaco para asi poder corroborar dicho efecto, usando dosis
bajas, intermedias y altas. Ademds, se podria administrar junto con un agonista

colinégico para intentar contrarrestar su efecto anticolinérgico.
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9. EFECTO AGUDO DE VARIAS DOSIS DE
AMITRIPTILINA PREENTRENAMIENTO EN LA
EVITACION INHIBITORIA EN RATONES
MACHOS Y HEMBRAS (EXPERIMENTO 3)
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9.1. INTRODUCCION

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el experimento 2, donde la dosis
de 30 mg/kg de amitriptilina administrada de manera aguda, ha producido un deterioro
significativo sobre la adquisicion de la memoria. Para este experimento, hemos
seleccionado diversas dosis del mismo farmaco (5, 10 y 20 mg/kg); siendo la dosis mas
alta, inferior a la utilizada en el experimento anterior, debido a los efectos motores que
ha provocado. De tal manera, parece ser que dichos efectos han ocasionado bajas
experimentales, ya que es posible que sea debido a la inmovilidad que ha producido en
los sujetos, y como consecuencia el no poder realizar la tarea de aprendizaje a la que se
les ha sometido a los animales. Este efecto, de falta de movilidad, ocasionado al
administrar dicho farmaco, junto con la sedacidén también se ha observado a lo largo de
la literatura (Brocco y cols., 2002; Dzuedzucj-Wasylewska y Rogoz, 1997; Epstein y
cols., 2003; Sansone y cols., 1999). Es decir, se pretende observar que estas dosis que
vamos a utilizar, también provoquen déficit cognitivo; pero queremos evitar dicho

efecto de inmovilidad que provoca la dosis de 30 mg/kg de amitriptilina.

En este experimento se ha trabajado con ratones de ambos sexos. La decision
de utilizar no solo machos sino también hembras, se llevd a cabo, con el proposito
de realizar comparaciones entre géneros en los efectos producidos por la
amitriptilina en la memoria. Como sefialan Parra y cols. (1999), en
Psicofarmacologia son las diferencias individuales en variables como la edad, el
funcionamiento cardiovascular, el metabolismo hepatico, etc.; las que se suelen tener
en cuenta a la hora de realizar los estudios, y la diferencia de sexo podria ser una de
ellas, ya que es importante conocer si un determinado farmaco tiene efectos
diferentes en machos y en hembras. De hecho, otros estudios realizados en nuestro

laboratorio han confirmado la conveniencia de incluir ambos sexos en el estudio de
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los efectos de los farmacos antidepresivos sobre los procesos de aprendizaje y
memoria (Arenas y cols., 2005; Everss y cols., 1999, 2005; Monle6n y Parra, 1997,
Monleon y cols., 1998, 2002; Parra y cols., 2002, 2006).

Por otra parte, al incluir hembras en el experimento nos parecid que la
muestra resultante era mas representativa de la naturaleza. Ademds, es muy
importante tener en cuenta, que la prevalencia de la depresion es mayor en mujeres
que en hombres, y también se conoce que determinados antidepresivos presentan
una diferente eficacia, a la hora de reducir los sintomas depresivos, en funcion del
género de los pacientes (Kronstein y cols., 2000; Martényi y cols., 2001). También,
seria interesante intentar cerciorarnos, con mas seguridad, si la amitriptilina afecta a
los procesos de memoria de manera diferente en cada sexo, ya que éste efecto se ha
observado en nuestro grupo de investigacion con la administracion de dicho

antidepresivo (Arenas y cols., 2005; Everss y cols., 2005; Parra y cols., 2002, 2006).
9.2. MATERIAL Y METODOS
9.2.1. Sujetos

Se usaron un total de 120 ratones (60 machos y 60 hembras) de la cepa CDI,
importados de CRIFFA (Lyon, Francia) al principio del experimento, y en el transcurso
del mismo eliminando 4 de ellos por baja experimental. A su llegada al Laboratorio de
Psicobiologia se alojaron bajo las condiciones descritas en el Experimento 1 (ver

Apartado 7.2.1.).
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9.2.2. Farmaco

El farmaco utilizado fue clorhidrato de amitriptilina (Sigma-Aldrich Quimica,
Madrid), al igual que en los experimentos anteriores (Experimentos 1 y 2) y ha sido
preparado como se detalla en el primer experimento (ver Apartado 7.2.2.). Dicho
farmaco fue administrado i.p. en un volumen de 0.01 ml/g de peso corporal. Siendo las

dosis usadas de 5, 10 y 20 mg/kg.
9.2.3. Aparatos

En este experimento se volvio a utilizar la caja de evitacion inhibitoria y la caja de
aislamiento, ya descritas con anterioridad en el Experimento 1 en el Apartado 7.2.3. de

esta tesis doctoral.
9.2.4. Disefio experimental

Los ratones se distribuyeron al azar en 4 grupos por cada sexo. Todos los grupos
recibieron 30 minutos antes del entrenamiento: suero fisiologico (S), 5 mg/kg de
amitriptilina (AS5), 10 mg/kg de amitriptilina (A10) y 20 mg/kg de amitriptilina (A20);
siendo siempre el grupo control para todos los grupos tratados con farmaco, aquel al que

se le administra suero fisiologico.
9.2.5. Procedimiento

El procedimiento seguido fue el mismo que el realizado en el Experimento 1. De
manera resumida, se situ6é a cada animal en el lado iluminado de la caja de evitacion
inhibitoria y se le permitié que explorara solo ese lado durante 90 segundos. Pasados
estos segundos se procedid al entrenamiento en evitacion inhibitoria, en el cual el

animal tenia hasta 300 segundos para cruzar al lado oscuro, porque de lo contrario era
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descartado del experimento. Si cruzaba recibia una descarga eléctrica de 0.3 mA durante
5 segundos, y transcurridas 24 horas pasaron por el test de evitacion inhibitoria,

registrandose las latencias de cruce (ver Figura 9.1.).

ADMINISTRACCION AGUDA 1.P.

MACHOS HEMBRAS
S A5 Al0 A20 S A5 Al10 A20
n=12 | n=12 n=12 n=12 | n=10 n=12 n=12 n=12

30 MINUTOS DESPUES

ENTRENAMIENTO
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Descarga eléctrica 0.3 mA

24 HORAS DESPUES

TEST
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descarga eléctrica

Figura 9.1. Diseflo y procedimiento del Experimento 3. L.P.: Intraperitoneal, S: Salino, AS: 5 mg/kg de
amitriptilina, A10: 10 mg/kg de amitriptilina y A20: 20 mg/kg de amitriptilina, n: nimero de sujetos por
grupo.

9.2.6. Analisis estadistico

Previamente al realizar el andlisis estadistico, los datos se transformaron de la
misma manera que en experimentos anteriores, realizando después un Analisis de
Varianza. Posteriormente se hicieron comparaciones entre tratamientos mediante la

prueba post-hoc de Newman-Keuls. Ademdés, para las comparaciones entre




9. EXPERIMENTO 3 171

entrenamiento y test se utilizd la t de Student en el test para muestras dependientes (ver

Apartado 7.2.6.).
9.3. RESULTADOS

Durante la fase de entrenamiento, la variable Tratamiento no alcanzd la
significacion estadistica (F3 g6 = 2.57, n.s.). Aunque, en el test, la variable Tratamiento,
si que fue estadisticamente significativa (Fszgs = 27.51, p < 0.01), y posteriormente la
prueba post-hoc de Newman-Keuls sali6 significativa estadisticamente en los casos: AS,
A10y A20 versus S (p <0.01); donde dichos grupos presentaron latencias menores que

el grupo S (ver Figura 9.2.).

BENTRENAMIENTO OTEST

ARCOSENO Vp

A5
TRATAMIENTO

Figura 9.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento de S: salino, A5: 5 mg/kg de amitriptilina, A10: 10 mg/kg de
amitriptilina y A20: 20 mg/kg de amitriptilina. ** p <0.01 vs S, y ++ p <0.01 vs entrenamiento.
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Al realizar el andlisis de varianza por separado en machos y hembras, los
resultados nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase
de test en los machos con F34, = 12.51 (p < 0.01). El post-hoc obtuvo significacion
estadistica en los casos: A5, A10 y A20 versus S (p < 0.01) (ver Figura 9.3.). También,
los resultados indicaron que el Tratamiento alcanzo la significacion estadistica en la fase
de test en las hembras con F34 = 16.06 (p < 0.01). El post-hoc obtuvo significacion
estadistica en los casos: A5, A10 y A20 versus S (p < 0.01) (ver Figura 9.4). Pero, no
han aparecido diferencias estadisticamente significativas entre machos y hembras en la

fase de test, con F; g6 = 0.57, n.s. (ver Figura 9.5.).

‘ BENTRENAMIENTO OTEST

ARCOSENO Vp

MACHOS
TRATAMIENTO

Figura 9.3. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento de S: salino, A5: 5 mg/kg de amitriptilina, A10: 10 mg/kg de
amitriptilina y A20: 20 mg/kg de amitriptilina. ** p <0.01 vs S.
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Figura 9.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento de S: salino, A5: 5 mg/kg de amitriptilina, A10: 10 mg/kg de
amitriptilina y A20: 20 mg/kg de amitriptilina. ** p <0.01 vs S.
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Figura 9.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento de S: salino, AS: 5 mg/kg de amitriptilina, A10:
10 mg/kg de amitriptilina y A20: 20 mg/kg de amitriptilina.
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Las comparaciones entre entrenamiento y test, juntando machos y hembras,
fueron estadisticamente significativas con la t de Student en el grupo control y en el
tratado con la dosis alta de amitriptilina (S: t;3 = 6.86, p < 0.01 y A20: t;; = 2.67, p <
0.01); siendo las latencias de cruce en el test mayores que en el entrenamiento en el
grupo S, excepto en el grupo A20 que fue en sentido contrario (las latencias de test

fueron inferiores que en el entrenamiento) (ver Figura 9.2).

Al realizar dicho andlisis en cada sexo por separado, las comparaciones fueron
estadisticamente significativas en machos solo en el grupo S (t;; = 5.08, p <0.01); y de
hembras: S (t;; = 4.46, p < 0.01) y A20 (t;; = 2.53, p < 0.05), donde este ultimo grupo
de hembras (A20) las latencias de test fueron inferiores que en el entrenamiento (ver

Figura 9.6.).

BENTRENAMIENTO OTEST ‘

ARCOSENO p
N
o

"I : innk
S‘AS‘A10‘A20‘ S‘AS‘MO‘AZO

MACHOS HEMBRAS
TRATAMIENTO

Figura 9.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento de S: salino, AS: 5 mg/kg de amitriptilina, A10:
10 mg/kg de amitriptilina y A20: 20 mg/kg de amitriptilina. + p <0.05 y ++ p <0.01 vs entrenamiento.
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9.4. DISCUSION

En este experimento de la presente tesis doctoral, se ha estudiado el efecto
amnésico de tres dosis de amitriptilina (5, 10 y 20 mg/kg) administradas de manera
aguda antes del entrenamiento en el condicionamiento de evitacidon inhibitoria en

ratones machos y hembras.

La administracion de 5, 10 y 20 mg/kg de amitriptilina 30 minutos antes del
entrenamiento, impidid la adquisicion de la memoria en todos los machos tratados y en
todas las hembras, siendo en ellas el deterioro atin mayor en la dosis més alta. Es decir,
las latencias de test no se incrementaron con respecto a las del entrenamiento, incluso
las del grupo de hembras con 20 mg/kg fueron inferiores en el test al ser comparadas
con su respectivo entrenamiento (ver Figura 9.6.). Sin embargo, los grupos controles

mostraron un claro aprendizaje de evitacion inhibitoria en ambos sexos.

Los farmacos que tienen, por ejemplo, una gran accidn anticolinérgica dafian el
aprendizaje en muchas tareas con animales (e.g. Bammer, 1982), y también en
experimentos realizados con humanos (e.g. Amado-Boccara y cols., 1995; Riedel y van
Praag, 1995). La amitriptilina es un antidepresivo triciclico que tiene una gran carga
anticolinérgica y sedativa (Richelson, 1995) e interfiere también en muchos de los tests
empleados en la poblacion humana (Thompson, 1991; Amado-Boccara y cols., 1995).
Estos resultados son similares a los de otros trabajos encontrados con procedimientos
que miden la adquisicion de la memoria, como es el caso de Pavone y cols. (1997),
donde se ha mostrado que la administracion de este firmaco preentrenamiento en
evitacion inhibitoria de manera aguda, parece provocar deterioro en la memoria; y
ocurre de igual forma en evitacion activa (Sansone y cols., 1999). Ademas, similares

resultados también se han encontrado con diferentes antidepresivos; como por ejemplo,
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la administracion aguda antes del entrenamiento con fenfluramina y fluoxetina en
evitacion activa (McElroy y cols., 1982), con citalopram y fluoxetina (Archer y cols.,
1984), con maprotilina en evitacion inhibitoria (Parra y cols., 2000). Pero, también
existen estudios que nos dicen que la amitriptilina deteriora la consolidacion de la
memoria en ratas (e.g. Shimizu-Sasamata y cols., 1993) y ratones (e.g. Everss y cols.,
1999), no solo la adquisicién como es nuestro caso, mientras hay otros que difieren de

dicho déficit (e.g. Klint, 1991).

Sin embargo, es interesante mencionar, que la amitriptilina administrada
cronicamente antes de entrenamiento no tubo efecto sobre la adquisicion y atenud la
amnesia inducida cuando previamente se ha dafiado el cerebro en ratas (Takeuchi y
cols., 1997). Yau y cols. (2002) comprobaron que su administracion durante 8 meses
atenu6 el deterioro del aprendizaje espacial en ratas viejas. Estos resultados, pueden
sugerirnos afirmar que cuando se administra un firmaco de forma aguda (que es nuestro
caso) o cronica actiia de diversa forma en los mecanismos cerebrales; implicando que la
accion de la amitriptilina sobre la memoria puede ser totalmente diferente dependiendo
del tipo de administracion. El tratamiento crénico del antidepresivo ha podido modificar
molecular y estructuralmente el cerebro de los animales. Dicha administracion
continuada se asemeja con la practica clinica, en la que son necesarias de dos a tres

semanas para observar el efecto terapéutico de los antidepresivos (Feighner, 1999).

Con respecto a las dosis utilizadas, hay que tener en cuenta que se han elegido
dosis inferiores a la usada en los Experimentos 1 y 2 (30 mg/kg) por un motivo
fundamental, que es su efecto sobre la actividad motora; es decir, parece ser que este
farmaco afecta al sistema locomotor (Dzuedzucj-Wasylewska y Rogoz, 1997; Brocco y
cols., 2002), por lo que hemos creido conveniente reducir la dosis para que los

movimientos de los sujetos no se vean disminuidos significativamente.
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La ausencia de diferencias de sexo encontradas en este experimento, puede ser
debida a diversas razones. Una de ellas, entre otras, seria si pensamos que entre machos
y hembras se rigen diferentes mecanismos cerebrales. Es decir, desconocemos atin cual
es el funcionamiento y la organizacion de nuestro cerebro cuando hablamos de machos
y hembras, tanto a nivel anatdmico, como hormonal, genético, etc. Sin embargo, si que
sabemos algunas de las diferencias que existen entre ambos sexos, si tenemos en cuenta
diversos ambitos, como por ejemplo, a nivel neuronal, de metabolizacion de los
farmacos, etc. (Kelly y cols., 1999; Palanza, 2001; Segovia y cols, 1999; Yonkers y
cols., 1992). Ademas, un farmaco puede actuar de diferente forma cuando se administra
a sujetos machos o hembras, si observamos como influye la farmacocinética y
farmacodinamica; y como es logico, este efecto también aparece cuando se usan
farmacos antidepresivos en el trastorno de la depresion (Abdel-Rahman y Kauffman,
2004; Frackiewicz y cols., 2000; Gandhi y cols., 2004). Sin embargo, sigue siendo un
misterio el funcionamiento del cerebro, no solo en general, sino aun mas cuando

hablamos de diferencias de sexo.
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10.1. INTRODUCCION

El deterioro cognitivo es un rasgo que se ha de tener muy en cuenta en el
tratamiento de la depresion de pacientes ancianos. Aunque este declive es una
caracteristica propia de la vejez, desde hace mucho tiempo se estan investigando
sustancias que alivien dichos sintomas, y aun mas si estos deterioros van acompafiados
de enfermedades propias de la vejez, como es por ejemplo la enfermedad de Alzheimer.
Esta patologia se asocia con unos niveles bajos de acetilcolina, que como sabemos es un
importante neurotransmisor o mensajero quimico que transmite las sefiales entre las
neuronas cerebrales (e.g. Almeida, 1998). La acetilcolina forma parte del sistema
colinérgico, fundamental para la memoria y el aprendizaje (Delgado y cols., 1998), y
este sistema es progresivamente destruido en los pacientes con enfermedad de

Alzheimer.

La mayoria de los fairmacos utilizados actualmente o en fase de desarrollo para
el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer tienen como objetivo enlentecer la
progresion de la enfermedad, pero hasta ahora no existe un tratamiento que sea curativo.
Algunos de estos fArmacos que protegen el sistema colinérgico actiian sobre la enzima
que degrada la acetilcolina, llamada colinesterasa (e.g. Almeida, 1998; Hernandez-
Hernandez, 1995; Ladner y Lee, 1999). Uno de esos farmacos que actua sobre el
sistema colinérgico, es la oxotremorina (Delgado y cols., 1998), que también se utiliza
para combatir dicha enfermedad. Por ello, quisimos saber los efectos de este agonista
colinérgico muscarinico que actia como facilitador de la cognicion, en el
condicionamiento de evitacion inhibitoria (Baratti y cols., 1983; Baratti y Kopf, 1996;
Huygens y cols., 1980; Pavone y cols., 1993; Power y cols., 2003a); para asi, en

proximos experimentos, poder coadministrarlo con la amitriptilina (antidepresivo
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triciclico que deteriora la memoria) y evaluar la presunta accion contrarestante de la

oxotremorina sobre la accion de dicho antidepresivo.

Con motivo de lo mencionado con anterioridad en este punto, se quiso estudiar
el efecto de la administracion aguda de tres dosis de oxotremorina (0.05, 0.1 y 0.2
mg/kg) sobre la consolidacion de la evitacion inhibitoria. Estas dosis han sido
seleccionadas basandonos en la literatura (Baratti y cols., 1979; Baratti y Kopf, 1996;
Diaz-Veliz y cols., 1995; Doyle y Regan, 1993; Gralewicz, 2002; Laborit y Zerbib,
1989; Liy cols., 2001; Puolivali y cols., 1998), pero las dosis elegidas no han sido ni de
las més bajas encontradas ni de las mas altas, ya que se ha visto que se han utilizado
dosis inferiores a las usadas, como por ejemplo: 0.01 mg/kg (Iga y cols., 1996), 0.02
mg/kg (Baratti y Kopf, 1996; Castellano y cols., 1999), 0.03 kg/kg (Marks y cols., 1981;
Puolivali y cols., 1998), 0.1 mg/kg (Badiani y cols., 1991; Mohamed y cols., 2000); y
superiores: 0.5 mg/kg (Baratti y cols., 1979; Gralewicz, 2002), 1.0 mg/kg (Iga y cols.,
1996). La administracion se hizo postentrenamiento, ya que es uno de los
procedimientos mas utilizados con este fairmaco en concreto (Baratti y cols., 1983;
Baratti y Kopf, 1996; Barros y cols., 2004; Huygens y cols., 1980; Mohamed y cols.,
2000; Pavone y cols., 1993; Power y cols., 2003a; Schroeder y Packard, 2004), y asi
poder evaluar en futuros experimentos de esta tesis doctoral, la preadministracion de
amitriptilina y la postadministracion de oxotremorina dentro del mismo grupo
experimental; es decir, evaluar la coadministraciéon de ambos farmacos, observando si la

oxotremorina revierte el deterioro en la memoria que ocasiona la amitriptilina.
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10.2. MATERIAL Y METODOS
10.2.1. Sujetos

Se usaron un total de 112 ratones (56 machos y 56 hembras) de la cepa CDI,
importados de CRIFFA (Lyon, Francia). A su llegada a nuestro laboratorio se alojaron
en grupos de 5 animales bajo las mismas condiciones que las descritas en el

Experimento 1 (ver Apartado 7.2.1.).
10.2.2. Farmaco

El farmaco utilizado fue sesquifumarato de oxotremorina (Sigma-Aldrich
Quimica, Madrid), preparado en las mismas condiciones como se detalla en el primer
experimento que se trabajo con clorhidrato de amitriptilina (ver Apartado 7.2.2.). El
farmaco fue administrado i.p. en un volumen de 0.01 ml/g de peso corporal de forma

aguda. Siendo las dosis utilizadas de 0.05, 0.1 y 0.2 mg/kg.
10.2.3. Aparatos

La caja de evitacion inhibitoria y la de aislamiento utilizadas, ya han sido

descritas a priori en el Experimento 1 (ver Apartado 7.2.3.).
10.2.4 Disefio experimental

Los ratones fueron asignados aleatoriamente a cuatro grupos por cada sexo.
Cada grupo tuvo de manera aguda su administracion por via intraperitoneal
inmediatamente después del entrenamiento, siendo dichos grupos los siguientes: suero
fisiologico (S), 0.05 mg/kg de oxotremorina (O1), 0.1 mg/kg de oxotremorina (O2) y
0.2 mg/kg de oxotremorina (O3).
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10.2.5. Procedimiento

El procedimiento seguido fue el mismo que el realizado en el Experimento 1. De
manera escueta, se deja a cada animal en el lado iluminado de la caja de evitacion
inhibitoria explorando durante un periodo de adaptacion de 90 segundos, y pasados esos
segundos se procedio al entrenamiento en evitacion inhibitoria; en el cual el animal
disponia de hasta 300 segundos para cruzar al lado oscuro. Si cruzaba recibia una
descarga eléctrica de 0.3 mA durante 5 segundos e inmediatamente después se le
administraba el tratamiento asignado, y transcurridas 24 horas pasaba por el test de
evitacion inhibitoria sin recibir descarga eléctrica, registrdndose las latencias de cruce

(ver Figura 10.1).

ENTRENAMIENTO
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Descarga eléctrica 0.3 mA

INMEDIATAMENTE DESPUES

ADMINISTRACION AGUDA 1.P.

MACHOS HEMBRAS
S 01 02 03 S 01 02 03
n=14 | n=14 n=14 n=14 | n=14 n=14 n=14 n=14

24 HORAS DESPUES

TEST
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descarga eléctrica

Figura 10.1 Disefio y procedimiento del Experimento 4. I.P.: Intraperitoneal, S: salino, O1: 0.05 mg/kg
de oxotremorina, O2: 0.1 mg/kg de oxotremorina y O3: 0.2 mg/kg de oxotremorina, n: numero de sujetos
por grupo.
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10.2.6. Analisis estadistico

Se analizaron los datos de los grupos tratados con las tres dosis de farmaco
mediante ANOVA. Es decir, los datos fueron evaluados utilizando la misma estadistica
paramétrica y los mismos andlisis que los que se emplearon en el Experimento 1 (ver

Apartado 7.2.6.).
10.3. RESULTADOS

La variable Tratamiento no alcanz6 el nivel de significacion estadistica, tanto en
la fase de entrenamiento como en la de test, al realizar el ANOVA (ver Figuras 10.2.,
10.3. y 10.4.). Sin embargo, si se han encontrado diferencias globales estadisticamente
significativas entre machos y hembras en la fase de test, con Fy o4 = 11.83, p < 0.01;

presentando las hembras latencias mayores que los machos (ver Figura 10.5).

|MENTRENAMIENTO OTEST |

90
B0 -]
70 ]
B0 -]
50 f-------- = - 4+
40 f - T T
30
20 -
10 - -

ARCOSENO Vp

02
TRATAMIENTO

Figura 10.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino, O1: 0.05 mg/kg de oxotremorina, O2: 0.1
mg/kg de oxotremorina y O3: 0.2 mg/kg de oxotremorina. ++ p <0.01 vs entrenamiento.
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BENTRENAMIENTO OTEST

ARCOSENO Vp

MACHOS
TRATAMIENTO

Figura 10.3. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino, O1: 0.05 mg/kg de oxotremorina, O2: 0.1
mg/kg de oxotremorina y O3: 0.2 mg/kg de oxotremorina.

BENTRENAMIENTO OTEST

ARCOSENO p

HEMBRAS
TRATAMIENTO

Figura 10.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda [.P. Postentrenamiento de S: salino, O1: 0.05 mg/kg de oxotremorina, O2: 0.1
mg/kg de oxotremorina y O3: 0.2 mg/kg de oxotremorina.
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BENTRENAMIENTO OTEST

ARCOSENO p

MACHOS HEMBRAS
TRATAMIENTO

Figura 10.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino, 0.05, 0.1 y 0.2 mg/kg de
oxotremorina . && p < 0.01 vs machos.

Ademas, las comparaciones entre entrenamiento y test, juntando machos y
hembras, fueron estadisticamente significativas con la t de Student en todos los
tratamientos (S: tp7 = 3.72, p < 0.01; Ol: t;; =4.54, p <0.01; O2: t,; =3.45,p<0.01 y
03: t;7 = 3.65, p < 0.01); siendo las latencias de cruce en el test mayores que en el

entrenamiento (ver Figura 10.2).

Al realizar dicho anélisis en cada sexo por separado, las comparaciones también
alcanzaron el nivel de significacion estadistica en todos los grupos de machos (S: t;3 =
2.19,p <0.05; Ol: t;3 =334, p < 0.01; O2: t;3=2.14,p<0.05y O3: t;3=2.23,p <
0.05) y de hembras (S: t;3 =3.18, p < 0.01; Ol: t;3=3.29, p<0.01; O2: t;3=2.71,p <
0.05y O3: t;3=3.71, p <0.01) (ver Figura 10.6.).
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B ENTRENAMIENTO OTEST ‘
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Figura 10.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Postentrenamiento de S: salino, O1: 0.05 mg/kg de oxotremorina,
02: 0.1 mg/kg de oxotremorina y O3: 0.2 mg/kg de oxotremorina. + p < 0.05 y ++ p < 0.01 vs
entrenamiento.

10.4. DISCUSION

En este experimento se ha estudiado el posible aprendizaje en el
condicionamiento de evitacion inhibitoria, al administrar de manera aguda oxotremorina
con las dosis de 0.05, 0.1 y 0.2 mg/kg después del entrenamiento, tanto en ratones

machos como hembras.

No se han encontrado efectos del tratamiento en ningiin grupo experimental. Sin
embargo, nos atrevemos a decir que a pesar de no encontrar diferencias significativas en
el test, al comparar el tratamiento con su respectivo grupo control en algunos grupos,
los resultados apuntan o hay una tendencia a un efecto favorable de la oxotremorina en

la memoria; debido a que las latencias de cruce de machos y hembras tratadas, sobre
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todo, con la dosis baja de farmaco en la fase de test, son algo mayores a las de su grupo
control (ver Figuras 10.3. y 10.4.). Ademas, esta ausencia de efecto de este farmaco se
ha visto reflejada en la literatura, ya que en ocasiones el farmaco ni ha mejorado ni ha

deteriorado la memoria (Barros y cols., 2004; Doyle y Regan, 1993).

Con respecto a los resultados obtenidos al comparar sujetos de diferente sexo, no
se han encontrado estudios que hayan trabajado con este firmaco en aprendizaje y
memoria en animales machos y hembras; s6lo se han visto experimentos como por
ejemplo: (1) aquellos que trabajan con ratas hembras midiendo la adquisicion en el
condicionamiento de evitacion, teniendo en cuenta su ciclo estral (e.g. Diaz-Vélez y
cols., 1994), (2) los que han comparado ambos sexos teniendo en cuenta el control
urinario provocado por el estrés (e.g. Choppin, 2002), y (3) aquellos que observan las
diferencias entre machos y hembras encontrados en los mecanismos cerebrales de
analgesia (e.g. Blednov y cols., 2003). En este experimento, si que hemos encontrado
diferencias de sexo globales, ya que los datos muestran que los machos presentan unas
latencias de respuesta mas cortas que las hembras en la fase de test. Estas diferencias de
sexo se pueden deber al diferente metabolismo hepatico para diversas sustancias que
presentan los ratones: las hembras poseen un metabolismo hepatico mas alto que el de
los machos; es decir, metabolizan con mayor rapidez diversos fairmacos en el higado
(Shapiro y cols., 1995). Esta diferente metabolizacion, podria dejar menos cantidad de
farmaco disponible para actuar sobre los receptores cerebrales (Shapiro y cols., 1995).
Ademas, pese a que no hayan aparecido diferencias de sexo en los otros dos grupos
tratados con las dosis baja e intermedia de oxotremorina, parece ser que todas las
hembras tienen unas latencias de cruce mas altas que los machos aunque no
significativamente; indicindonos que hay una tendencia a ejecutar mejor la tarea de

aprendizaje en evitacion inhibitoria.
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En cuanto a la comparacion entre la fase de entrenamiento y de test, se
observaron diferencias estadisticamente significativas en todos los grupos; es decir, se
obtuvo evitacion inhibitoria en todos ellos. En la fase de test, las latencias de cruce son
mayores con respecto a las de la fase de entrenamiento, lo que refleja que todos los
grupos, tanto de machos como de hembras, realizan bien la tarea de aprendizaje a la que

les hemos sometido; indicando que se ha producido consolidacién de la memoria.

Un factor a tener en cuenta con respecto a que los sujetos experimentales realizar
mejor o peor esta tarea de aprendizaje y memoria, podria ser la actividad locomotora. Se
ha mostrado en diferentes trabajos encontrados, que la oxotremorina es un fairmaco que
activa el sistema motor (e.g. Chintoh y cols., 2003; Diaz-Vélez y cols., 1995; Egashira y
cols., 2003). Es decir, deduciriamos que esta hiperactividad puede empeorar la
ejecucion del condicionamiento de evitacion inhibitoria, ya que al cruzar antes las
latencias de cruce en la fase de test son mas cortas; todo ello suponiendo que el efecto
motor se mantuviera hasta dicha fase. Ademas, esta teoria lleva la misma linea que la
observada en el trabajo de Ribeiro y cols. (1999): estudiaron la conducta de ratas en el
laberinto elevado en cruz sin administrar ningin fAirmaco, y después sometieron a los
mismos animales al condicionamiento de evitacion inhibitoria y al de evitacion activa.
Observaron que los que habian mostrado mayores niveles de ansiedad y actividad en el
laberinto elevado en cruz (es decir, que evitaron permanecer en los brazos abiertos o
cruzar a ellos) eran los que obtenian mejores latencias en la evitacion inhibitoria que los
controles sin que tales diferencias se debieran a la actividad que era similar en todos los

grupos.

El aprendizaje encontrado en todos los grupos al realizar comparaciones entre
entrenamamiento y test dentro de la misma condiciéon farmacoldgica, y la tendencia a

favorecer la memoria observada al comparar los grupos tratados con las tres dosis de
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oxotremorina con su respectivo grupo control estan respaldados en la literatura, ya que
hay numerosos estudios que nos muestran que la oxotremorina favorece la
consolidacién y la retencion cuando es administrada postentrenamiento (Baratti y cols.,
1983; Baratti y Kopf, 1996; Huygens y cols., 1980; Miranda y McGaugh, 2004; Pavone
y cols., 1993; Power y cols., 2003a).

Teniendo presente lo expuesto hasta el momento, diremos que basandonos en el
posible efecto beneficioso que puede tener este farmaco sobre la memoria,
hipotetizaremos para el proximo experimento: que la administracion preentrenamiento
de amitriptilina deteriora la memoria y disminuye la actividad motora, y la
administracion postentrenamiento de oxotremorina favorece la consolidacion y aumenta
la movilidad, junto con la coadministraciéon de ambos farmacos evaluaremos si la

oxotremorina contraresta el efecto deteriorante que produce la amitriptilina.
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11. EFECTO AGUDO DE VARIAS DOSIS DE
AMITRIPTILINA (5, 10 y 15 mg/kg)
PREENTRENAMIENTO Y OXOTREMORINA
(0.05 mg/kg) POSTENTRENAMIENTO EN LA
EVITACION INHIBITORIA EN RATONES
MACHOS Y HEMBRAS (EXPERIMENTO 5)
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11.1. INTRODUCCION

Un farmaco puede ser administrado en diferentes momentos (antes o después del
entrenamiento/test) del procedimiento experimental (Abel y Lattal, 2001; Carey y cols.,
2001; Caldarone y cols., 2003; Gralewicz, 2002; Miranda y McGauhg, 2004), pero la
administracion postentrenamiento es una de las mas empleadas en farmacologia de la
memoria (Eidi y cols., 2003; Everss y cols., 2005; Ferreira y cols., 2003; Parra y cols.,
2002). De esta forma se puede evaluar principalmente la consolidacion, mientras que en
otros momentos de administracion, la accion del farmaco recae més sobre los procesos

de memoria (adquisicion, recuerdo, etc.).

En el experimento 2 de esta tesis doctoral, hemos observado que la
administracion aguda preentrenamiento de amitriptilina produjo deterioro en la
adquisicion de la memoria en ratones machos. Por este motivo, afirmamos que existen
efectos amnésicos al administrar este farmaco, ya que en estudios previos a este trabajo,
se han encontrado en nuestro grupo de investigacion déficits de memoria en ratones de
ambos sexos (e.g. Everss y cols., 1999; Parra y cols., 2002). Debido a dichos trabajos de
investigacion realizados previamente, en este experimento queremos ver si este efecto
se vuelve a producir en otros estadios de memoria; y también asi poder estudiar si
existen posibles diferencias de sexo, al administrar dicho antidepresivo tanto a machos
como a hembras. Ademas, se trabajard con administracion postentrenamiento de
oxotremorina, para asi hipotetizar si este farmaco, que es un agonista colinérgico

muscarinico (Artigas, 1998), contrarresta el deterioro ocasionado por la amitriptilina.
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Se ha decidido administrar la oxotremorina después del entrenamiento y
posteriormente a la amitriptilina, para asi contrarrestar el efecto que ocasiona el
antidepresivo. Es decir, la amitriptilina administrada 30 minutos antes del
entrenamiento ya ha causado efecto en el organismo del raton (Coudore y cols., 1994)
cuando esta ejecutando dicha tarea, y asi pretendemos observar si la administracion
inmediatamente después del entrenamiento de oxotremorina, puede deshacer el
deterioro que ocasiona la amitriptilina. El procedimiento se ha elegido basandose en la
literatura, ya que se han encontrado estudios que nos dicen que al suministrar
preentrenamiento firmacos que provocan déficit, la administracion de oxotremorina
postentrenamiento, ha contrarrestado dicho efecto deteriorante ocasionado de manera
previa; como por ejemplo, es el caso de dar preentrenamiento escopolamina (Mohamed

y cols., 2000) o morfina (Liy cols., 2001).

Resumiendo, en el presente experimento se quiso investigar el efecto de la
administracion aguda preentrenamiento de amitriptilina sobre la administracion
postentrenamiento de oxotremorina en evitacion inhibitoria. Como este antidepresivo
deteriora la memoria en evitacion inhibitoria, efecto observado por ejemplo, en
experimentos previos de esta tesis (Experimentos 2 y 3). Ademas de en estos estudios,
en el mismo experimento se quiso averiguar si se producia una mejora de esos grupos
cuando posteriormente se administraba oxotremorina; que es un farmaco que facilita la
memoria (Baratti y cols., 1983; Huygens y cols., 1980; Mohamed y cols., 2000; Pavone
y cols., 1993; Schroeder y Packard, 2004).
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11.2. MATERIAL Y METODOS
11.2.1. Sujetos

Se usaron un total de 192 ratones (96 machos y 96 hembras) de la cepa CDI,
importados de CRIFFA (Lyon, Francia) al principio del experimento, eliminando 8
machos y 8 hembras de todos ellos por baja experimental. A su llegada al Laboratorio
de Psicobiologia se alojaron bajo las condiciones descritas en el Experimento 1 (ver

Apartado 7.2.1.).
11.2.2. Farmacos

Los farmacos utilizados fueron clorhidrato de amitriptilina y sesquifumarato de
oxotremorina (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid), preparados como se detalla en el
primer experimento (ver Apartado 7.2.2.). Los farmacos fueron administrados i.p. en un
volumen de 0.01 ml/g de peso corporal. Siendo las dosis usadas de 5, 10 y 15 mg/kg de

amitripitilina y 0.05 mg/kg de oxotremorina.
11.2.3. Aparatos

En este experimento se volvid a utilizar la caja de evitacion inhibitoria y la de
aislamiento, ya descritas con anterioridad en el Experimento 1 (ver Apartado 7.2.3.) de

esta tesis doctoral.
11.2.4. Disefio experimental

Los ratones se distribuyeron al azar en 8 grupos por cada sexo. Los ocho grupos
recibieron 30 minutos antes del entrenamiento su administracién correspondiente por

via intreaperitoneal de forma aguda: suero fisioldgico (S), 5 mg/kg de amitriptilina
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(AS), 10 mg/kg de amitriptilina (A10) y 15 mgkg de amitriptilina (Al5); e
inmediatamente después del entrenamiento recibieron salino (S) o 0.05 mg/kg de
oxotremorina (O), segun estaba asignado. Es decir, todos los sujetos pasaron por dos
administraciones, formando los siguientes grupos: SS (salino-salino), A5S (5 mg/kg de
amitriptilina-salino), A10S (10 mg/kg de amitriptilina-salino), A15S (15 mg/kg de
amitriptilina-salino), SO (salino-oxotremorina), A50 (5 mg/kg de amitriptilina-
oxotremorina), A100 (10 mg/kg de amitriptilina-oxotremorina) y A150 (15 mg/kg de

amitriptilina-oxotremorina).
11.2.5. Procedimiento

El orden en que los ratones pasaron por la prueba, fue aleatorio. Treinta minutos
antes de introducir a los sujetos en la caja de evitacion inhibitoria, se les dio la primera
administracion, siendo el procedimiento del ensayo exactamente igual que el expuesto
en el Experimento 2 (ver Apartado 8.2.5.). Cuando inmediatamente después del
entrenamiento el animal se extrajo de la caja, se le administré su segunda dosis

correspondiente al grupo al que pertenecia.

La fase de test fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento, de la
misma manera que en los experimentos anteriores de esta tesis. El disefio de dicho

experimento aparece graficamente esquematizado en la Figura 11.1.




11. EXPERIMENTO 5 195

1* ADMINISTRACION AGUDA LP.

MACHOS HEMBRAS

S A5 | A10 | AIS S A5 | A10 | AI5 | S | A5 | A10 | AlS S AS Al10 | Al5

n=11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11 11

30 MINUTOS DESPUES

ENTRENAMIENTO
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Descarga eléctrica 0.3 mA

INMEDIATAMENTE DESPUES

2* ADMINISTRACION AGUDA LP.

MACHOS HEMBRAS
s s]s]s]J]o]o]o]o s s]s]sJ]oJo]J]o] o
24 HORAS DESPUES
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Figura 11.1. Disefio y procedimiento del Experimento 5. L.P.: Intraperitoneal, S: salino, A5: 5 mg/kg de
amitriptilina, A10: 10 mg/kg de amitriptilina, A15: 15 mg/kg de amitriptilina y O: 0.05 mg/kg de
oxotremorina, n: nimero de sujetos por grupo.

11.2.6. Analisis estadistico

Se analizaron los datos con las mismas pruebas de estadistica paramétrica que se

han empleado en experimentos anteriores (ver Apartado 7.2.6.).
11.3. RESULTADOS

En la fase de entrenamiento, la variable Tratamiento alcanzo6 la significacion

estadistica (F7,160 = 9.47, p < 0.01); siendo la comparacion post-hoc estadisticamente
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significativa en los siguientes casos: A15S versus SS, y A150 versus SO y A150 (p <
0.01). Ademaés, durante la fase de test, la variable Tratamiento, también fue
estadisticamente significativa (F7,160 = 9.54, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-
hoc de Newman-Keuls sali¢ significativa estadisticamente en los casos: ASS, A10S y
A15S versus SS (p < 0.01), junto con A50, A100 y A150 versus SO (p < 0.01); donde
dichos grupos presentaron latencias menores que el grupo SS y SO, respectivamente.
Asimismo, el grupo que recibieron SO presentd una latencia significativamente mayor

que el grupo SS (p <0.01) (ver Figura 11.2.).

BENTRENAMIENTO OTEST ‘

ARCOSENO Vp

A10S A158 A50 A100 A150
TRATAMIENTO

Figura 11.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, ASS: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino, A15S: 15 mg/kg de amitriptilina-salino, SO:
salino-0.05 mg/kg de oxotremorina, A50: 5 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina, A100:
10 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina y A150: 15 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de
oxotremorina. ** p <0.01 y ## p <0.01 vs SS, y ++p <0.01 vs entrenamiento.
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Al realizar el andlisis de varianza por separado en machos y hembras, los
resultados nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase
de test en los machos con F7530 = 6.70, p < 0.01). El post-hoc obtuvo significacion
estadistica en los casos: ASS, A10S y A1S5S versus SS (p < 0.01), y A5O, A100 y
A150 versus SO (p <0.01) (ver Figura 11.3.).

‘I ENTRENAMIENTO OTEST

ARCOSENO p

MACHOS
TRATAMIENTO

Figura 11.3. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, A5S: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino, A15S: 15 mg/kg de amitriptilina-salino, SO:
salino-0.05 mg/kg de oxotremorina, A5O: 5 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina, A100:
10 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina y A150: 15 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de
oxotremorina. * p < 0.05 y ** p<0.01 vs SS.

Ademads, los resultados también nos indicaron que el Tratamiento fue
estadisticamente significativo en la fase de test en las hembras con F730 = 6.69, p <
0.01). El post-hoc obtuvo significacion estadistica en los casos: ASS, A10S y A15S
versus SS (p <0.01), y A50, A100 y A150 versus SO (p <0.01) (ver Figura 11.4).
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BENTRENAMIENTO OTEST

¥ ¥ ¥
ss ‘ A5S ‘ A10S ‘ A15S ‘ e} ‘ A50 ‘ A100 ‘ A150

HEMBRAS
TRATAMIENTO

ARCOSENO Vp
N
o

Figura 11.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, A5S: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino, A15S: 15 mg/kg de amitriptilina-salino, SO:
salino-0.05 mg/kg de oxotremorina, A50: 5 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina, A100:
10 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina y A150: 15 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de
oxotremorina. * p <0.05y ** p <0.01 vs SS.

Se han encontrado diferencias globales estadisticamente significativas entre
machos y hembras en la fase de test, con F; 60 = 11.75, p < 0.01; presentando las

hembras latencias mayores que los machos (ver Figura 11.5).
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Figura 11.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de: salino, 5, 10 y 15 mg/kg
de amitriptilina, y 0.05 mg/kg de oxotremorina. && p < 0.01 vs machos.

Las comparaciones entre entrenamiento y test, juntando machos y hembras,
fueron estadisticamente significativas con la t de Student en los grupos (SS: t;; = 4.4, p
< 0.01, A15S: t;; = 4.12, p < 0.01 y SO: tp; = 5.77, p < 0.01), siendo las latencias de
cruce en el test mayores que en el entrenamiento; excepto en el grupo A15S que fue en
sentido contrario (las latencias de test fueron inferiores que en el entrenamiento) (ver

Figura 11.2).

Al realizar dicho andlisis en cada sexo por separado, las comparaciones fueron
estadisticamente significativas en los siguientes tratamientos de machos: SS (tio = 3.47,
p <0.01), AI5S (tip = 6.90, p < 0.01), SO (tip = 2.99, p = 0.01), A100 (t;o =3.16, p =
0.01) y A150 (tjo = 2.68, p < 0.05), con la excepcion de: ASS (tjp = 0.16, n.s.), A10S
(tio=0.14, n.s.) y A50 (tj0 = 1.49, n.s.); y de hembras: SS (tjp = 2.75, p < 0.05), SO (t1o
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=5.56,p <0.01) y ASO (tjo = 2.24, p < 0.05), excepto los grupos: AS5S (t;p = 0.28,
n.s.), A10S (tjo = 0.74, n.s.), A15S (tio = 1.23, n.s.), A100 (t;o = 1.60, n.s.) y A150 (t1o
=1.13, n.s.). Es decir, las latencias de cruce fueron mas largas en la fase de test en todos
los casos de ambos sexos, excepto en los grupos de machos A15S, A100 y A150 de

machos, que fue en sentido inverso (ver Figura 11.6.).
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Figura 11.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, AS5S: 5
mg/kg de amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino, A15S: 15 mg/kg de amitriptilina-
salino, SO: salino-0.05 mg/kg de oxotremorina, A50: 5 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de
oxotremorina, A100: 10 mg/kg de amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina y A150: 15 mg/kg de
amitriptilina-0.05 mg/kg de oxotremorina. + p < 0.05 y ++ p <0.01 vs entrenamiento.
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11.4. DISCUSION

En este experimento se ha estudiado el efecto amnésico de tres dosis de
amitriptilina (5, 10 y 15 mg/kg) administradas de forma aguda preentrenamiento, y el
efecto que causa la tnica dosis de oxotremorina (0.05 mg/kg) postentrenamiento en el
condicionamiento de evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, asi como su

combinacion.

La administracion aguda de las tres dosis de amitriptilina impidi6 la adquisicion
de la evitacion inhibitoria en ambos sexos, y este deterioro en la memoria se observa
tanto en machos como en hembras. No se produjo adquisicién en los machos tratados
con las tres dosis de antidepresivo (baja, intermedia y alta), siendo el deterioro aun
mayor en la dosis mas alta (15 mg/kg), debido a que las latencias de cruce en el test
fueron inferiores a las del entrenamiento (ver Figura 11.6.); y en las hembras el efecto
amnésico fue similar, ya que tampoco se produjo aprendizaje en ninguna de las tres
dosis dadas. Los unicos grupos que han aprendido el condicionamiento han sido los

grupos salino-salino y salino-oxotremorina de ambos sexos.

Los grupos que se les ha administrado salino antes del entrenamiento y
oxotremorina postentrenamiento, han obtenido un claro aprendizaje; de igual manera
que los grupos control (administrado salino pre y postentrenamiento), tanto en machos
como en hembras (ver Figura 11.6.). Ademas, al juntar machos y hembras, el grupo
tratado con salino y oxotremorina mejor6d significativamente el aprendizaje al
compararlo con el grupo al que se le administré solo salino (antes y después del
entrenamiento), indicandonos que este farmaco provoca un efecto favorecedor sobre la

memoria (ver Figura 11.2.).
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El deterioro de memoria también aparecid en los sujetos machos a los que se les
administro6 antes amitriptilina y después del entrenamiento una tUnica dosis de
oxotremorina en las tres dosis de amitritpilina, siendo este efecto atin mayor en la dosis
intermedia y alta; ademads, esta falta de recuerdo es observado en las hembras con las
dosis intermedia y alta (10 mg/kg de amitriptilina-oxotremorina y 15 mg/kg de
amitriptilina-oxotremorina). Sin embargo, hay que destacar que los datos nos indican
que las hembras tratadas con la dosis baja no han sufrido este efecto amnésico, siendo
este aprendizaje en ellas corroborado por su respectivo analisis estadistico (ver Figura
11.6.). Ademas, se han hallado diferencias de tratamiento en ambos sexos al comparar
los grupos tratados con farmaco, tanto antes como después del entrenamiento, con su
respectivo grupo control (salino-salino y salino-oxotremorina), ya que los machos
tratados con 10 mg/kg de amitriptilina-salino y 15 mg/kg de amitriptilina-salino en la
fase de test presentan diferencias estadisticamente significativas respecto a su grupo
control, y este efecto también es observado en las hembras con las dosis baja y alta. Sin
embargo, estas diferencias aparecen en todos los grupos de machos tratados con
amitriptilina (5, 10 y 15 mg/kg — oxotremorina) y en los grupos de hembras con dosis
baja y alta de amitriptilina-oxotremorina, al igual que en las hembras administradas

postentrenamiento de salino.

Los resultados de este estudio inciden a nivel de ejecucion cognitiva, reflejando
deterioro en la memoria cuando se administra amitriptilina. Dicho deterioro puede ser
debido al efecto anticolinérgico y sedativo de este farmaco (Knegtering y cols., 1994), y
su efecto amnésico se observa, de igual modo, administrandola postentrenamiento 30
minutos después (Kumar y Kulkarni, 1996) e inmediatamente después (Everss y cols.,
1999, 2005; Parra y cols., 2002). Este efecto también se ha visto en otros trabajos, como
es el caso de Parra y cols. (2006) donde administrando amitriptilina antes de la fase de

adquisicion, impidio el aprendizaje en machos y mostr6 una tendencia en el mismo
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sentido en hembras. Ademas, también se ha observado que la administracion antes del
entrenamiento de 4 mg/kg de amitriptilina provoco deterioro en la adquisicion de la
evitacion inhibitoria, lo cual se vio reflejado en las latencias de test encontradas en ratas

(e.g. Shimizu-Sasamata y cols., 1993) y en ratones (e.g. Takahashi y cols., 1995).

Después de observar los resultados obtenidos, podemos decir que la
oxotremorina ejerce un efecto beneficioso en la consolidacion de la memoria,
independientemente del sexo, cuando es administrada postentrenamiento, ya que los
grupos a los que se les dio salino antes y oxotremorina después del entrenamiento
(salino-oxotremorina), presentaron latencias de cruce en la fase de test mayores que el
grupo salino-salino (ver Figura 11.2.). También, se ha encontrado efecto no deteriorante
en el grupo de hembras al que se le administré la dosis baja de amitriptilina (5 mg/kg) y
posteriormente del entrenamiento la dosis de 0.05 mg/kg de oxotremorina. Ademas, este
efecto parece ser que se repite con la dosis de 10 mg/kg en hembras, aunque debemos
hablar de una tendencia a la mejora, porque los resultados no han sido estadisticamente
significativos (ver Figura 11.6.). Todo esto, puede ser debido a que la oxotremorina
palia el deterioro del antidepresivo cuando se administra solo; ya que muchos estudios
han mostrado que la oxotremorina postentrenamiento en diferentes dosis provoca un
efecto beneficioso en la memoria (Baratti y cols., 1979, 1983, 1996; Huygens y cols.,
1980; Miranda y McGaugh, 2004; Pavone y cols., 1993; Power y cols., 2003a). Es
decir, se ha visto que este farmaco facilita la memoria en la mayor parte de estudios

experimentales realizados (Baratti y cols., 1983; Hernandez y cols., 1995).

De estos resultados, podemos deducir que el deterioro de evitacion inhibitoria
producido por la amitriptilina, se deba (al menos en parte) a su accidon anticolinérgicia,
ya que el agonista colinérgico (oxotremorina) ha contrarrestado parcialmente (en

algunos casos) dicho deterioro.
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En el presente experimento han aparecido diferencias de sexo al administrar
amitriptilina en las dosis baja e intermedia antes del entrenamiento y oxotremorina
después, siendo las hembras las que mayores latencias mostraron en el test; por lo que,
ejecutaron mejor la tarea del condicionamiento de evitacion inhibitoria. Las
comparaciones realizadas con todos los demas grupos a los que se administrd salino
posteriormente a la fase de entrenamiento, no reflejaron diferencias significativas. Es
posible que dicho farmaco administrado postentrenamiento haya afectado a los
resultados obtenidos, pero lo que si sabemos con certeza es que existen diferencias entre
los machos y las hembras, al administrar amitriptilina u otro tipo de farmaco
antidepresivo, como por ejemplo la fluoxetina (Caldarone y cols., 2003; Monleon y

cols., 2002).

Por otra parte, es posible que los resultados observados en la prueba de evitacion
inhibitoria, puedan esclarecerse si se cambian algunos de los parametros utilizados hasta
hora en este trabajo, como puede ser el caso de la intensidad de descarga eléctrica
aplicada a los sujetos. Ademas, no podemos olvidar la posibilidad de que si utilizamos
una dosis mayor de oxotremorina, pueda contrarrestar el efecto deteriorante ocasionado
por la amitriptilina, que demostradamente hemos observado en los experimentos
realizados en la presente tesis doctoral, y otros estudios realizados con anterioridad en
nuestro grupo de investigacion con dicho farmaco. Por estos motivos, en el siguiente
experimento se estudiaron dichas posibilidades: cambiando la intensidad de descarga de

0.3 a2 0.4 mA y aumentando la dosis de oxotremorina a 0.1 mg/kg.
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12. EFECTO AGUDO DE VARIAS DOSIS DE
AMITRIPTILINA (5, 7.5 y 15 mg/kg)
PREENTRENAMIENTO Y OXOTREMORINA
(0.1 mg/kg) POSTENTRENAMIENTO EN LA
EVITACION INHIBITORIA EN RATONES
MACHOS Y HEMBRAS (EXPERIMENTO 6)
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12.1. INTRODUCCION

En el Experimento 5 comprobamos que la administracion aguda de 5, 10 y 15
mg/kg de amitriptilina 30 minutos antes del entrenamiento produce una reduccion, en la
ejecucion de la tarea, de las latencias de cruce en la sesion de test con respecto al grupo
control; donde dicha reduccion es indicativa de un déficit de memoria provocado por el
farmaco. Hubieron grupos a los que después de administrar amitriptilina se les inyectod
oxotremorina, ésta coadministracion no revirtié el efecto deteriorante ocasionado por la
amitriptilina, ya que este efecto solo se observo en el grupo de hembras a las que se les
administro6 la dosis baja de antidepresivo. Estos hallazgos, aunque limitados, apuntan a
que la oxotremorina produce un efecto favorecedor sobre la memoria, que como se ha
mencionado con anterioridad ha sido observado también en la literatura cuando se
administra junto con otros fAirmacos que resultan ser dafiinos para dichos procesos de
aprendizaje y memoria (e.g. Lamberty y Gower, 1991; Li y cols., 2001; Mohamed y
cols., 2000).

Este sexto experimento se llevo a cabo con el fin de estudiar mas detalladamente
el efecto que podria tener sobre la memoria la administraciéon aguda postentrenamiento
de oxotremorina habiendo administrado preentrenamiento amitriptilina, de la misma
dosis baja usada (5 mg/kg) y afadir una dosis (7.5 mg/kg) inferior a la intermedia
utilizada en el experimento anterior; y a la vez aumentar la dosis de oxotremorina
administrada en el experimento previo. Es decir, hemos pretendido bajar las dosis de
amitriptilina de todos los grupos, y asi administrar una dosis més alta de oxotremorina
para ver si esclarecemos las dudas encontradas en el Experimento 5 sobre la adquisicion

y/o consolidacion de la conducta aprendida en la prueba de evitacion inhibitoria.
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En dicha prueba de aprendizaje y memoria, usada durante todo la presente tesis
doctoral, utilizado como estimulo aversivo la descarga eléctrica, que segin diversos
autores, como por ejemplo Krazem y cols. (2001), provoca miedo en el sujeto
experimental. En este experimento en concreto, nosotros decidimos cambiar la
intensidad de descarga eléctrica utilizada hasta ahora aumentandola, para que la linea
base en los grupos controles que fuese mas sensible, tanto al potencial efecto
deteriorante de la amitriptilina como del potencial efecto beneficioso de la oxotremorina
sobre la memoria. Es decir, pretendemos observar si la ejecucion de la tarea de
aprendizaje a la que les hemos sometido, al variar la descarga, es mejor o peor a la

realizada con anterioridad.

Sin embargo, hay que tener presente que el condicionamiento de evitacion
inhibitoria se ve influido por muchos factores, por lo que antes de atribuir un cambio de
ejecucion como consecuencia de la memoria, se deberia 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 o fAirmacos en el aprendizaje. Bammer (1982) defendid, en su dia, que se
debe intentar demostrar que el farmaco no altera los factores que, aun relevantes en el
aprendizaje de la tarea, pueden afectar en su ejecucion, y también se debe comprobar
que los efectos del farmaco sobre la tarea son consistentes aun cambiando las variables,

para que los efectos se deban exclusivamente al fArmaco.

Aunque, nuestra labor serd ver si las dosis de amitriptilina modificadas con
respecto al Experimento 5 también producen amnesia en los animales, y ademas
observar que efecto tienen sobre la memoria al administrar posteriormente oxotremorina
en ambos sexos; ya que es muy importante ver este efecto tanto en sujetos macho como

hembra, para asi cerciorar los resultados obtenidos en el experimento anterior. Ademas,
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no podemos olvidar que la depresion es un trastorno que afecta tanto a hombres como a
mujeres, aunque los porcentajes varien segun sexos; siendo la prevalencia mayor en el
sexo femenino que en el masculino teniendo en cuenta diversas variables (e.g. Kornstein
y cols., 2000; Piccinelli y Wilkinson, 2000). También, debemos tener en cuenta que se
han encontrado diferencias de sexo en distintas tareas de aprendizaje (e.g. Archer, 1979;
Beatty, 1979; Kemble y Enger, 1984), entre las que se incluye el condicionamiento de

evitacion inhibitoria o pasiva.
12.2. MATERIAL Y METODOS
12.2.1. Sujetos

Se utilizaron un total de 224 ratones (112 machos y 112 hembras) de la cepa
CD1, importados de CRIFFA (Lyon, Francia) al principio del experimento, y se
eliminaron 2 machos y 2 hembras de todos ellos por baja experimental. A su llegada al
Laboratorio fueron alojados bajo las mismas condiciones que se han descrito en el

Apartado 7.2.1. de esta tesis doctoral.
12.2.2. Farmacos

Se utiliz6 clorhidrato de amitriptilina y sesquifumarato de oxotremorina (Sigma-
Aldrich Quimica, Madrid), preparados como se detalla en el primer experimento (ver
Apartado 7.2.2.). Los farmacos fueron administrados i.p. en un volumen de 0.01 ml/g de
peso corporal, y las dosis utilizadas fueron de 5, 7.5 y 10 mg/kg de amitripitilina y 0.1

mg/kg de oxotremorina.
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12.2.3. Aparatos

Se volvié a utilizar la misma caja de evitacion inhibitoria y la de aislamiento,
usadas en los experimentos anteriores, que ya ha sido descrita con anterioridad en el

Experimento 1 (ver Apartado 7.2.3.).
12.2.4. Disefio experimental

El disefio experimental fue similar al descrito en el Experimento 5 (ver Apartado
11.2.4), donde los ratones se distribuyeron al azar en 8 grupos por cada sexo;
formandose los siguientes grupos: SS (salino-salino), A5S (5 mg/kg de amitriptilina-
salino), A7.5S (7.5 mg/kg de amitriptilina-salino), A10S (10 mg/kg de amitriptilina-
salino), SO (salino-oxotremorina), A50 (5 mg/kg de amitriptilina-oxotremorina),
A7.50 (7.5 mg/kg de amitriptilina-oxotremorina) y A100 (10 mg/kg de amitriptilina-

oxotremorina).
12.2.5. Procedimiento

El procedimiento de este estudio se realizé de la misma manera que el expuesto
en el Experimento 5 (ver Apartado 11.2.5.), pero con una intensidad de descarga
eléctrica de 0.4 mA en la fase de entrenamiento. El disefio de dicho experimento

aparece graficamente esquematizado en la Figura 12.1.
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Figura 12.1. Diseflo y procedimiento del Experimento 6. I.P.: Intraperitoneal, S: salino, A5: 5 mg/kg de
amitriptilina, A7.5: 7.5 mg/kg de amitriptilina, A10: 10 mg/kg de amitriptilina y O: 0.1 mg/kg de
oxotremorina, n: nimero de sujetos por grupo.

12.2.6. Analisis estadistico

Tras comprobar la homogeneidad de las varianzas y la normalidad de los datos,

se procedio a realizar un ANOVA. Es decir, se realizaron los mismos analisis

estadisticos que los llevados a cabo en el Experimento 5.

12.3. RESULTADOS

Durante la fase de entrenamiento, alcanzaron la significacion estadistica, la

variable Tratamiento (F7204 = 6.20, p < 0.01), Sexo (Fi204 = 4.98, p < 0.05) e
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Interaccion (F7o04 = 2.55, p < 0.05); siendo la comparacion post-hoc estadisticamente
significativa en los siguientes casos: A7.5S y A10S versus SS (p = 0.01 y p = 0.05,
respectivamente), y A7.50 y A100 versus SO (p <0.01).

En el test, la variable Tratamiento, también fue estadisticamente significativa
(F7204 = 18.68, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-hoc de Newman-Keuls sali¢
significativa estadisticamente en los casos: A5S, A7.5S y A10S versus SS (p < 0.01),
junto con A50, A7.50 y A100 versus SO (p < 0.01); donde dichos grupos presentaron

latencias menores que el grupo SS y SO, respectivamente (ver Figura 12.2.).
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A5S A7.5S A10S SO A50 A7.50 A100

TRATAMIENTO

Figura 12.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.4 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, A5S: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, A7.5S: 7.5 mg/kg de amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino,
SO: salino-0.1 mg/kg de oxotremorina, A50: 5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina,
A7.50: 7.5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina y A100: 10 mg/kg de amitriptilina-0.1
mg/kg de oxotremorina. ** p <0.01 vs SS, y ++p 0.01 vs entrenamiento.
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resultados nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase
de test en los machos con F7100 = 12.26 (p < 0.01). El post-hoc obtuvo significacion
estadistica en los casos: A5S, A7.5S y A10S versus SS (p < 0.01), y ASO, A7.50 y

A100 versus SO (p < 0.01). Asimismo, el grupo que recibieron SO presenté una

Al realizar el analisis de varianza por separado de machos y hembras, los

latencia significativamente mayor que el grupo SS (p < 0.05) (ver Figura 12.3.).
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Figura 12.3. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidad de descarga eléctrica de 0.4 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, ASS: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, A7.5S: 7.5 mg/kg de amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino,
SO: salino-0.1 mg/kg de oxotremorina, ASO: 5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina,
A7.50: 7.5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina y A100: 10 mg/kg de amitriptilina-0.1

mg/kg de oxotremorina. ** p <0.01 y# p <0.05 vs SS.
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Ademas, los resultados también nos indicaron que el Tratamiento fue
estadisticamente significativo en la fase de test en las hembras con F7 100 = 7.87 (p <
0.01). El post-hoc obtuvo significacion estadistica en los casos: ASS, A7.5S y A10S
versus SS (p <0.01), y A50, A7.50 y A100 versus SO (p <0.01) (ver Figura 12.4).
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Figura 12.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, ASS: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, A7.5S: 7.5 mg/kg de amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-salino,
SO: salino-0.1 mg/kg de oxotremorina, ASO: 5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina,
A7.50: 7.5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina y A100: 10 mg/kg de amitriptilina-0.1
mg/kg de oxotremorina. ** p <0.01 vs SS.

Los andlisis realizados, también nos han indicado que no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas entre machos y hembras en la fase de test

(F1204 =3.52, n.s.) (ver Figura 12.5.).
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BENTRENAMIENTO OTEST
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Figura 12.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.4 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, A5S: 5
mg/kg de amitriptilina-salino, A7.5S: 7.5 mg/kg de amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-
salino, SO: salino-0.1 mg/kg de oxotremorina, A50: 5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina,
A7.50: 7.5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina y A100: 10 mg/kg de amitriptilina-0.1
mg/kg de oxotremorina.

Las comparaciones entre entrenamiento y test, juntando machos y hembras,
fueron estadisticamente significativas con la t de Student en todos los tratamientos (SS:
ty7 = 9.35, p < 0.01; A5S: tp7 = 4.02, p < 0.01 y SO: tp7 = 13.60, p < 0.01); siendo las

latencias de cruce en el test mayores que en el entrenamiento (ver Figura 12.2).

Al realizar dicho andlisis en cada sexo por separado, las comparaciones fueron
estadisticamente significativas en los siguientes grupos de machos: SS (t;3 = 5.93, p <
0.01), ASS (ti3 = 2.79, p < 0.05), SO (t;3 = 9.89, p < 0.05) y A7.50 (t;j3 =231, p =
0.05), con la excepcidn de: A7.5S (ti; = 0.69, n.s.), A10S (t;3 = 0.70, n.s.), A50 (t;3
0.54, n.s.) y A100 (t;2 = 1.53, n.s.); y de hembras: SS (t;3 = 7.36, p < 0.01), ASS (t13
2.79, p <0.05), SO (t;3 =9.06, p < 0.01) y ASO (t;3 = 2.56, p < 0.05), excepto en el
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grupo A7.5S (t;; = 1.10, n.s.), A10S (t;2 = 0.77, n.s.), A7.50 (t;3 = 0.78, n.s.) y A100
(t;3=0.04, n.s.) (ver Figura 12.6.).

‘ B ENTRENAMIENTO O TEST ‘
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Figura 12.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.4 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, ASS: 5
mg/kg de amitriptilina-salino, A7.5S: 7.5 mg/kg de amitriptilina-salino, A10S: 10 mg/kg de amitriptilina-
salino, SO: salino-0.1 mg/kg de oxotremorina, A5SO: 5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina,
A7.50: 7.5 mg/kg de amitriptilina-0.1 mg/kg de oxotremorina y A100: 10 mg/kg de amitriptilina-0.1
mg/kg de oxotremorina. + p < 0.05 y ++ p < 0.01 vs entrenamiento.

12.4. DISCUSION

En este experimento se ha estudiado el efecto sobre la memoria de tres dosis de
amitriptilina (5, 7.5 y 10 mg/kg) administradas de forma aguda 30 minutos antes del
entrenamiento, y el efecto que causa una dosis de oxotremorina (0.1 mg/kg)
inmediatamente después del entrenamiento en el condicionamiento de evitacion

inhibitoria en ratones machos y hembras, asi como su combinacion.
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El primer hallazgo de este experimento y que también se ha observado en los
anteriores, es que la amitriptilina cuando se administra de manera aguda antes de la
sesion de adquisicion de una prueba de evitacion inhibitoria, dafia la ejecucion de los
animales. Especificamente son las dosis mas altas en machos y hembras (7.5 y 10
mg/kg) las que producen deterioro, siendo las latencias de cruce en el test similares a las
de la fase de entrenamiento. Este déficit de memoria también ha ocurrido en
experimentos anteriores, en el presente trabajo y en nuestro grupo de investigacion (e.g.
Everss y cols., 2005; Parra y cols., 2006) en dosis similares. Sin embargo, este efecto se
ha observado en los grupos de hembras cuando se ha coadministrado amitriptilina antes
y oxotremorina posteriormente al entrenamiento, pero no de la misma manera, en
machos el grupo con la dosis baja de amitriptilina, ya que la oxotremorina no ha
mejorado la adquisicion. Aunque todos los grupos control, de ambos sexos, han
experimentado aprendizaje, tanto a los que se les ha administrado salino como
oxotremorina después del entrenamiento, por lo que parece ser que dicho aprendizaje no
ha sido debido al efecto ocasionado por este agonista colinérgico. Ademas, el grupo de
machos tratado con salino y oxotremorina mejor6 significativamente el aprendizaje al
compararlo con el grupo al que se le administrd solo salino (antes y después del
entrenamiento), indicandonos que este farmaco provoca un efecto favorecedor sobre la

memoria (ver Figura 12.3.).

Hay que sefalar que los resultados obtenidos, el dafio que produjo la
amitriptilina y la ausencia de efecto de la oxotremorina son dificiles de interpretar.
Segun Altman y Normilla (1987), la administracion del farmaco previa a la adquisicion
de la conducta puede afectar tanto al proceso mismo de adquisicién, como a los
procesos de memoria que ocurren después del aprendizaje, por lo que no sabemos con
certeza como han actuado los dos fAirmacos en estos procesos de aprendizaje y memoria.

Ademas, la amitriptilina es un farmaco que tiene efecto sedante, actuando como
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ansiolitico (Davidson, 2001) y la oxotremorina parece ser que afecta a la actividad
locomotora, activandola y provocando temblores en dosis altas (Chintoh y cols., 2003;
Laplante y cols., 2005; Wang y cols., 2004). Estos efectos pueden enmascarar los
resultados obtenidos y dificultan su interpretacion, ya que son factores que sin lugar a
dudas pueden afectar a la ejecucion de la tarea, independientemente de la accidon que
ejercen dichos fairmacos en el sistema colinérgico (agonista o antagonista). Es decir,

parece ser que son fArmacos opuestos con respecto a sus acciones y efectos:

e La amitriptilina actia sobre el sistema colinérgico de manera negativa y la

oxotremorina de manera positiva.
e La amitriptilina tiene efecto sedante y la oxotremorina activa la locomocion.

e La amitriptilina deteriora la memoria y la oxotremorina presenta un efecto

favorecedor sobre ella.

Por otra parte, uno de los cambios que podria explicar la ausencia de efecto de la
oxotremorina es el aumento de la intensidad de descarga (de 0.3 mA a 0.4 mA). Como
sefiala Bammer (1982), variaciones en la intensidad de descarga eléctrica pueden
producir variaciones en los efectos de un farmaco determinado. Por ejemplo, en el caso
de la fisostigmina la aplicacion de intensidades de descarga bajas (0.2 — 0.35 mA) en la
sesion de adquisicion hacia que los animales mostraran un efecto deteriorante de la
memoria, mientras que si la intensidad de descarga era mayor (0.4 — 2 mA) no se
observaba ningtn efecto del farmaco sobre la memoria (Bammer, 1982). Esto también
se podria trasladar a farmacos administrados después del entrenamiento, como es el
caso de la oxotremorina en este experimento en concreto. Es posible, que esta sea la
explicacion para la diferencia de resultados entre el Experimento 5 (efecto beneficioso

de la oxotremorina en la memoria en algin grupo) y el presente experimento. Aunque,




12. EXPERIMENTO 6 218

lo mas logico hubiera sido a la inversa, que al ser la intensidad de descarga eléctrica
mas alta en este experimento, los animales podrian haber tenido un aprendizaje mas
fuerte y por ese motivo seguirian recordando la conducta de evitacion aprendida en la
sesion de adquisicion, a pesar de que la sesion de recuperacion o consolidacion se
llevase a cabo a las 24 horas, como ha sido en nuestro caso, 0 mayor tiempo (como por

ejemplo dias).

En definitiva y para finalizar, podemos decir que la amitriptilina (5, 7.5 y 10
mg/kg) administrada antes de entrenamiento, ha producido deterioro en la adquisicion
de la memoria; pero la administraciéon de oxotremorina (0.1 mg/kg) después del
entrenamiento, no ha revertido el efecto deteriorante ocasionado por el antidepresivo,
tanto en ratones machos como hembras. Aunque, los resultados de este experimento
permitieron saber que la oxotremorina no contrarresta el déficit de memoria ocasionado
por la amitriptilina en nuestra preparacion de laboratorio, creemos que hay una
tendencia a mejorar dicho efecto al observar las graficas (ver Figuras 12.3., 124. y

12.6.).
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13. EFECTO AGUDO

DE AMITRIPTILINA PREENTRENAMIENTO Y
FISOSTIGMINA POSTENTRENAMIENTO EN
LA EVITACION INHIBITORIA EN RATONES
MACHOS Y HEMBRAS (EXPERIMENTO 7)
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13.1. INTRODUCCION

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los experimentos anteriores de la
presente tesis doctoral, donde hemos trabajado con amitriptilina y oxotremorina; hemos
observado que la oxotremorina, en unos casos, revierte un poco el deterioro cognitivo
que provoca la amitriptilina y en otros encontramos una tendencia a ello. Debido a que
los resultados han sido poco consistentes hasta el momento, en el presente experimento
hemos introducido otro farmaco colinérgico, la fisostigmina (también llamada eserina),

con un mecanismo de accion diferente a la oxotremorina.

A lo largo del presente trabajo hemos estado hablando del sistema colinérgico en
los procesos de aprendizaje y memoria, y el papel tan importante que juega en dichos
procesos (e.g. Karczmar, 1995) y areas implicadas del cerebro (hipocampo, amigdala,
etc.) junto con otros sistemas de neutransmision (dopaminérgico, serotoninérgico, etc.),
sabiendo que en la literatura se ha administrado fisostigmina y otros fdrmacos en
diferentes tareas de aprendizaje en modelos animales: evitacion inhibitoria, aprendizaje
espacial, etc. (Mach y cols., 2004; Mohapel y cols., 2005; Nakagwasai y cols., 2006;
Santucci y Haroutunian, 2004; Zarrindast y cols., 2006). La fisostigmina, un
anticolinesterasico, produce una mejora en los procesos de aprendizaje, sobre todo
inhibiendo el deterioro que ejercen sobre la memoria algunos farmacos, por ejemplo: la
escopolamina (Dennes y Barnes, 1993; Dokla y Rydelek-Fitzgerald, 1991; Dunnett,
1985; Rush y Streit, 1992; Yamazaki y cols., 1991) y la morfina (Zarrindast y cols,
2006). También se han realizado estudios con farmacos experimentales, que a veces han
ocasionado revertimiento o ausencia de ello, como por ejemplo: el Tg2576 (Dong y
cols., 2005), MK-801 y DL-AP5 (Csernansky y cols, 2005; Jafari-Sabet, 2006a). Asi,
nuestro proposito ha sido el de estudiar el posible efecto deteriorante en la memoria al

administrar de manera aguda 5 mg/kg de amitriptilina treinta minutos antes del
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entrenamiento, y posteriormente se ha decidido administrar de forma aguda e
inmediatamente después del entrenamiento 0.3 mg/kg de fisostigmina; para con ello
contrarrestar, con el agonista colinérgico, el deterioro que produce el antidepresivo en la

misma tarea de evitacion inhibitoria que hemos estado utilizando hasta el momento.

El momento de la administracion de la fisostigmina, inmediatamente después del
entrenamiento, fue fijado de la misma manera que hemos realizado con la oxotremorina
en los Experimentos 4, 5 y 6; para evitar asi también, su fuerte efecto supresor de la
actividad motora (Gillbert y cols., 1990; Mach y cols., 2004). Ademas, dicho efecto
también ha sido observado en nuestro laboratorio en la actividad natatoria en la prueba
de natacion forzada cuando se administraba dicho farmaco (Martos y cols., 1999; Parra

y cols., 1999b).

Por otra parte, hemos decidido utilizar dicha dosis de fisostigmina, porque
hemos observado que determinadas dosis (un poco bajas) no han sido efectivas, como
ha ocurrido, por ejemplo, en el caso de nuestro grupo de trabajo con la dosis de 0.05
mg/kg (Parra y cols., 1999b) y en otras investigaciones al administrar 0.1 mg/kg

(Hallam y cols., 2004).

También, utilizaremos ambos sexos, siguiendo el mismo patrén que en
experimentos anteriores, para observar asi, si existen, diferencias entre machos y
hembras al coadministrar amitriptilina y fisostigmina. Otros estudios realizados en
nuestro laboratorio han confirmado la conveniencia de incluir ambos sexos en el estudio
de los efectos de farmacos antidepresivos sobre los procesos de aprendizaje y memoria
(Parra y cols., 2002; Monleon y cols., 2002; Everss y cols., 2005; Vinader-Caerols y
cols., 2006).
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13.2. MATERIAL Y METODOS
13.2.1. Sujetos

Se utilizaron un total de 112 ratones (56 machos y 56 hembras) de la cepa CDI,
importados de CRIFFA (Lyon, Francia) al principio del experimento, y se eliminaron 1
macho y 2 hembras de todos ellos por baja experimental. A su llegada al Laboratorio
fueron alojados bajo las mismas condiciones que se han descrito en el Apartado 7.2.1.

de la presente tesis doctoral.
13.2.2. Farmacos

Se utiliz6 clorhidrato de amitriptilina y salicilato de fisostigmina (Sigma-Aldrich
Quimica, Madrid), preparados como se detalla en el primer experimento (ver Apartado
7.2.2.). Los farmacos fueron administrados i.p. en un volumen de 0.01 ml/g de peso
corporal, y las dosis utilizadas fueron de 5 mg/kg de amitripitilina y 0.3 mg/kg de

fisostigmina.
13.2.3. Aparatos

Se volvid a utilizar la misma caja de evitacion inhibitoria y la de aislamiento,
usadas en los experimentos anteriores, que ya han sido descritas con anterioridad en el

Experimento 1 (ver Apartado 7.2.3.).
13.2.4. Disefio experimental

Los ratones se distribuyeron al azar en 4 grupos por cada sexo. Los cuatro
grupos recibieron 30 minutos antes del entrenamiento su administracion

correspondiente por via intraperitoneal de forma aguda: suero fisioldgico (S) 6 5 mg/kg
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de amitriptilina (A), e inmediatamente después del entrenamiento recibieron salino (S) o
0.3 mg/kg de fisostigmina (F), segiin estaba asignado. Es decir, todos los sujetos
pasaron por dos administraciones, formando los siguientes grupos: SS (salino-salino),
AS (5 mg/kg de amitriptilina-salino), SF (salino-0.3 mg/kg de fisostigmina) y AF (5
mg/kg de amitriptilina-0.3 mg/kg de fisostigmina).

13.2.5. Procedimiento

Los ratones pasaron por la prueba de evitacion inhibitoria de forma aleatoria.
Treinta minutos antes de introducir a los sujetos en la caja de evitacion inhibitoria, se
les dio la primera administracion, siendo el procedimiento del ensayo exactamente igual
que el expuesto en el segundo Experimento de la presente tesis (ver Apartado 8.2.5.).
Cuando inmediatamente después del entrenamiento el animal se extrajo de la caja, se le

administr6 su segunda dosis correspondiente al grupo al que pertenecia.

La fase de test fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento, de la
misma manera que en los experimentos anteriores de esta tesis. El disefio de dicho

experimento aparece graficamente esquematizado en la Figura 13.1.
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1* ADMINISTRACION AGUDA LP.

MACHOS HEMBRAS
S A S A S A S A
n=14 n=13 n=14 | n=14 | n=14 | n=13 n=14 | n=13
30 MINUTOS DESPUES
ENTRENAMIENTO

Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Descarga eléctrica 0.3 mA

INMEDIATAMENTE DESPUES

2* ADMINISTRACION AGUDA LP.

MACHOS HEMBRAS
s | s | F | F s | s | F | F

24 HORAS DESPUES

TEST
Adaptacion (90 seg). Ensayo (0 — 300 seg)
Sin descarga eléctrica

Figura 13.1. Disefio y procedimiento del Experimento 7. I.P.: Intraperitoneal, S: salino, A: 5 mg/kg de
amitriptilina y F: 0.3 mg/kg de fisostigmina, n: nimero de sujetos por grupo.

13.2.6. Analisis estadistico

Como en experimentos anteriores, se analizaron los datos con dos pruebas: (1)
ANOVA, para comparaciones entre los grupos de tratamiento y entre sexos; y (2) el test
t de Student, para comparar latencias del entrenamiento y del test del mismo grupo.

Utilizando también p < 0.05 como nivel minimo de significacion estadistica.
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13.3. RESULTADOS

Independientemente del sexo, los resultados del Tratamiento en el entrenamiento
nos indicaron que alcanzaron la significacion estadistica (F3101 = 3.98, p < 0.01); siendo
la comparacion post-hoc de AF versus SS y SF estadisticamente significativa (p < 0.05).
La variable Tratamiento, también fue estadisticamente significativa en el test (F (3,101)
= 18.64, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-hoc de Newman-Keuls salid
significativa estadisticamente en los casos: AF versus AS y SS (p < 0.01 y p < 0.05,
respectivamente), junto con AF versus AS y SF (p < 0.01); donde los grupos AS y AF

presentaron latencias menores que los grupos SS y SF (ver Figura 13.2).
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Figura 13.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda [.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, SF: salino-0.3
mg/kg de fiosostigmina, AS: 5 mg/kg de amitriptilina-salino y AF: 5 mg/kg de amitriptilina-0.3 mg/kg de
fisostigmina. * p <0.05 y ** p <0.01 vs SS, ## p < 0.01 vs AS, y ++ p <0.01 vs entrenamiento.
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Al realizar el analisis de varianza por separado machos y hembras, los resultados
nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase de test
(machos: F351 = 7.48, p <0.01 y hembras: F359 = 12.34, p < 0.01). El post-hoc obtuvo
significacion estadistica en los casos de machos: AS y AF versus SS (p <0.01 y p <
0.05, respectivamente) y SF versus AF (p < 0.05); y en los de hembras: AS versus SS (p
<0.01),y SF y AF versus AS (p <0.01) (ver Figuras 13.3y 13.4).

|BENTRENAMIENTO OTEST |

ARCOSENO Vp

MACHOS
TRATAMIENTO

Figura 13.3. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, SF: salino-0.3
mg/kg de fiosostigmina, AS: 5 mg/kg de amitriptilina-salino y AF: 5 mg/kg de amitriptilina-0.3 mg/kg de
fisostigmina. * p <0.05 y ** p<0.01 vs SS, y # p <0.05 vs AS.

Ademas, se encontraron diferencias globales estadisticamente significativas
entre machos y hembras en la fase de test, con F; 19; = 7.24, p < 0.01; presentando las

hembras latencias mayores que los machos (ver Figura 13.5).
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BENTRENAMIENTO OTEST ‘

4?#

ARCOSENO p

HEMBRAS
TRATAMIENTO

Figura 13.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda [.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, SF: salino-0.3
mg/kg de fiosostigmina, AS: 5 mg/kg de amitriptilina-salino y AF: 5 mg/kg de amitriptilina-0.3 mg/kg de
fisostigmina. ** p <0.01 vs SS y ## p <0.01 vs AS.

B ENTRENAMIENTO OTEST

90
BO L
70 1 &&

BO |- 1
5O - ]

40
30 -
20
10 1

ARCOSENO p

MACHOS HEMBRAS
TRATAMIENTO

Figura 13.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de: salino, 5 mg/kg de
amitriptilina y 0.3 mg/kg de fisostigmina. && p < 0.01 vs machos.
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Las comparaciones entre entrenamiento y test, juntando machos y hembras,
fueron estadisticamente significativas con la t de Student en todos los tratamientos (SS:
t27 = 9.08, p < 0.01; SF: t7 = 8.71, p < 0.01 y AF: ty¢ = 4.21, p < 0.01), excepto en el
grupo tratado con AS (tz¢ = 0.69, n.s.) (ver Figura 13.2). También, aparecieron
diferencias estadisticamente significativas al realizar dicho analisis en cada sexo por
separado; siendo las comparaciones significativas en los siguientes grupos de machos:
SS (ti3 = 5.62, p < 0.01), SF (t;3 =4.57, p < 0.01) y AF (t;3 = 2.12, p = 0.05); y de
hembras: SS (t;3 =7.17, p <0.01), SF (t;3=8.99, p <0.01) y AF (t; =4.05, p <0.01)
(ver Figura 13.6).

|MENTRENAMIENTO OTEST |

ARCOSENO p

MACHOS HEMBRAS

TRATAMIENTO

Figura 13.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, SF:
salino-0.3 mg/kg de fiosostigmina, AS: 5 mg/kg de amitriptilina-salino y AF: 5 mg/kg de amitriptilina-0.3
mg/kg de fisostigmina. + p <0.05 y ++ p <0.01 vs entrenamiento.
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13.4. DISCUSION

En este experimento se ha estudiado el efecto de la administracion aguda
preentrenamiento de una TtUnica dosis de amitriptilina y la administracion
postentrenamiento de una dosis de fisostigmina, sobre las latencias de respuesta de la

evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras.

Los resultados obtenidos en el presente experimento, nos indicaron que los
grupos control salino-salino (SS) y salino-fisostigmina (SF) mostraron un claro
aprendizaje en ambos sexos, ya que las latencias de cruce en el test fueron mucho mas
largas que en el entrenamiento. Sin embargo, la administracion de 5 mg/kg de
amitriptilina 30 minutos antes del entrenamiento, impidi6 la adquisicion y/o
consolidacién de la memoria en el grupo de machos y de hembras (ver Figura 13.6.).
Este efecto deteriorante en la memoria, se ha ido viendo en experimentos anteriores en
los que hemos utilizado esta dosis (Experimentos 3 y 5). El déficit que provoca dicho
farmaco sobre la memoria, también se ha observado en otros estudios experimentales
(e.g. Pavone y cols., 1997; Sansone y cols., 1999) y en nuestro grupo de investigacion

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

La administracion de 0.3 mg/kg de fisostigmina inmediatamente después del
entrenamiento resulté tener una tendencia a la mejora, cuando es administrada sin
antidepresivo (SF) al compararla con el grupo control (SS) en hembras; aunque estos
datos no fueron estadisticamente significativos. Por lo que, podemos decir que hay que
mantener dudas con respecto a este efecto, debido a que hablamos de una tendencia. Se
ha observado en ratas que previamente les han lesionado el nucleo basal, que al
administrar dicho agonista colinérgico ha mejorado su memoria (Santucci y

Haroutunian, 2004). Aunque, debemos tener en cuenta que, en nuestro caso, hemos
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administrado el fArmaco, en ese grupo en concreto, a sujetos sin utilizar otro farmaco
que pueda deteriorar la memoria, ya que se ha administrado junto con suero fisiologico.
Sin embargo, en este estudio que acabamos de mencionar, se ha trabajado con sujetos
no sanos, debido a que tienen el cerebro dafiado por manipulacion. Pero, en nuestro
grupo de investigacion si que se ha observado que la dosis de 0.2 mg/kg de fisostigmina
administrada sola, mejora la retencion en una prueba de natacion forzada en ratones

(Martos y cols., 1999; Parra y cols., 1999b).

Al observar los resultados obtenidos al realizar comparaciones entre
entrenamiento y test en los grupos en los que hubo coadministracion (amitriptilina-
fisostigmina), si que se produjo aprendizaje en ambos sexos, siendo dicho aprendizaje
mayor en hembras que en machos. Cuando es administrado este agonista colinérgico
con un farmaco deteriorante de la memoria como es la amitriptilina o a sujetos con dafio
cerebral, se ha observado que revierte el déficit, tanto de manera aguda (Beracochea y
cols., 2004; Zarrindast y cols., 2006) como crénica (Csernansky y cols., 2005; Dong y
cols., 2005; Hallam y cols., 2004). Aunque, existen algunos estudios que también nos
indican que hay ausencia de efecto al coadministrar fisostigmina con antagonistas
NMDA (DL-APS5 y MK-801) por via intracerebral (en la amigdala y en el hipocampo)
en ratas en una tarea de evitacion inhibitoria, pero cuando se administra sola la

fisostigmina si que resulta beneficiosa (Jafari-Sabet, 2006a, 2006b).

En el presente experimento se ha observado un efecto de la fisostigmina
favorecedor de la memoria en los grupos de machos y hembras a los que se les
administré amitriptilina y posteriormente fisostigmina (AF), al compararlos con el
grupo amitriptilina-salino (AS); siendo mas significativo dicho efecto en el grupo de
hembras. Estos resultados, parecen indicar que este Ultimo farmaco contrarresta el

efecto deteriorante que ocasiona el antidepresivo; ya que existen muchos estudios que
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han demostrado que la fisostigmina en diferentes dosis provoca un efecto beneficioso en
la memoria. Es decir, este agonista colinérgico facilita la memoria en la mayor parte de
los estudios experimentales encontrados en la literatura en animales (e.g. Zarrindast y
cols., 2006) y en humanos (e.g. Freo y cols., 2005). Zarrindast y cols. (2006), al
experimentar con ratones, mostraron que la administracion intracerebroventricular de
morfina antes del entrenamiento en evitacion inhibitoria, provocaba amnesia, y al
administrar después del entrenamiento fisostigmina decrecia la amnesia provocada por
dicha morfina; indicdndonos que los sistemas dopaminérgicos y colinérgicos jugaban un
papel muy importante sobre estos efectos en la memoria. Ademas, estudios hechos con
humanos ancianos con enfermedad de Alzheimer, como el realizado por Freo y cols.
(2005), en el que administraron por via intravenosa suero fisioldgico y fisostigmina,
observaron que el grupo de pacientes que recibieron el fidrmaco mejord

significativamente su memoria de trabajo.

Creemos que el deterioro de evitacion inhibitoria que produce la amitriptilina (y
quizas también otros antidepresivos) esta, al menos en parte, mediado por su accion
anticolinérgica; ya que afirmamos que la amitriptilina es un potente anticolinérgico
(Sein y cols, 2005). Es decir, actia sobre el sistema colinérgico de manera negativa,

como por ejemplo, bloqueando lo receptores postsinapticos muscarinicos (Stahl, 2002).

En el presente experimento se han observado diferencias de sexo globales,
independientemente de la dosis y farmaco administrado, mostrando las hembras
mayores latencias que los machos en el test (ver Figura 13.5.); implicando con ello, que
las hembras realizaron mejor la tarea de aprendizaje. Se han encontrado diferencias de
sexo en diversos estudios y por diferentes causas, tanto en nuestro grupo de
investigacion (Everss y cols., 2005; Monleén y cols., 1998, 2002; Parra y cols., 1999b,

2002; Vinader-Caerols y cols., 2006) como en otros trabajos experimentales (Cattaneo y
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cols., 2006; Frackiewicz y cols., 2000; Kelly y cols., 1999; Martényi y cols., 2001;
Rhodes y Rubin, 1999; Segovia y cols., 1999; Suen y Morris, 2006); siendo muy
probable que sigamos encontrando dichas diferencias en futuras investigaciones
experimentales tanto propias como ajenas a nuestro grupo de trabajo. Todo lo dicho, nos
pone de manifiesto lo importante que es incluir hembras, no solo machos, como sujetos

experimentales en este tipo de estudios.

Ademas, diremos que en el siguiente experimento seria interesante trabajar con
la misma dosis de amitriptilina (5 mg/kg) preentrenamiento y con diferentes dosis de
fisostigmina postentrenamiento, todas ellas administradas de manera aguda; para
observar si se sigue viendo que éste ultimo farmaco contrarresta el déficit que produce
dicho antidepresivo en la memoria. Es decir, se mantendra el mismo procedimiento
espacio-temporal, de administracion y pardmetros, que hemos utilizado en este

experimento.
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14. EFECTO AGUDO

DE AMITRIPTILINA PREENTRENAMIENTO Y
VARIAS DOSIS DE FISOSTIGMINA
POSTENTRENAMIENTO EN LA EVITACION
INHIBITORIA EN RATONES MACHOS Y
HEMBRAS (EXPERIMENTO 8§)
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14.1. INTRODUCCION

En los ultimos afos, se sigue investigando sobre el sistema colinérgico, la
cognicion y la fisostigmina (Bently y cols., 2004; Csernansky y cols., 2005; Gais y
Born, 2004; Rogers y Kesner, 2003, 2004). Ademas, de estudiar como actia este
farmaco en la memoria en diferentes tareas de aprendizaje (Freo y cols., 2005; Hallam y
cols., 2004; Singh y Parle, 2003), incluyendo entre ellas la evitacion inhibitoria (Jafari-
Sabater, 2006, Nakagawasai y cols., 2006; Santucci y Haroutunian, 2004; Zarrindast y
cols., 2006). En el anterior experimento de la presente tesis doctoral ya hemos utilizado
dicho farmaco, el cual tiene un efecto positivo sobre el aprendizaje (ver Apartados 13.3
y 13.4). Su administracién aguda postentrenamiento revertié el efecto de amitriptilina
sobre la evitacion inhibitoria en sujetos machos y hembras (Experimento 7), efecto que
quizas hubiese sido mas evidente utilizando otras dosis, mayores o menores. Por eso, en
este experimento se quiso estudiar la administracion de amitriptilina preentrenamiento y
tres dosis de fisostigmina postentrenamiento en la evitacion inhibitoria en ratones de
ambos sexos. Es decir, se disefid este experimento, como ha ocurrido en los ultimos
realizados en esta tesis, para ver su intervencion en el sistema colinérgico y asi estudiar

la curva dosis-respuesta en el efecto observado.

Por otra parte, las dosis que hemos utilizado han sido 0.15, 0.3 y 0.6 mg/kg de
fisostigmina, para ver como actiian en esta tarea de aprendizaje y memoria con la que
hemos estado trabajando hasta ahora. La dosis intermedia (0.3 mg/kg) que usaremos en
este experimento, ha sido la tnica con la que hemos trabajado en el experimento
anterior, y como ha sido efectiva, nos ha parecido interesante afiadir una mayor y otra
menor. Sin embargo, no podemos olvidar que la decision que hemos tomado estd basada
en la literatura, ya que se ha experimentado con diversas dosis (Beracochea y cols.,

2004; Csernasky y cols., 2005; Dong y cols., 2005; Mach y cols., 2004; Mishima y
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cols., 2002; Nakagawasai y cols., 2006; Santucci y Haroutunian, 2004; Singh y Parle,
2003; Ukai y Kin, 2002); aunque, algunas de ellas no han sido efectivas (e.g. Hallam y
cols., 2004; Parra y cols., 1999b).

Ademas, seguiremos utilizando ratones machos y hembras para ver si aparecen
diferencias entre ambos sexos al coadministrar amitriptilina y varias dosis de
fisostigmina. Hemos visto a lo largo de esta tesis doctoral, que los farmacos no actian
de la misma forma en los sujetos machos que en las hembras al observar que la
ejecucion de la tarea de evitacion inhibitoria ha variado, en ocasiones, entre ambos
sexos. Este hecho lo podemos ver en los resultados obtenidos en algunos de los
experimentos de dicha tesis, como es el caso de los Experimentos: 4, 5 y 7. Por ello,
consideramos relevante la inclusion de hembras en este tipo de estudios, especialmente
una vez visto la prevalencia del trastorno depresivo en mujeres con respecto a los

hombres.
14.2. MATERIAL Y METODOS
14.2.1. Sujetos

Se utilizaron un total de 140 ratones (70 machos y 70 hembras) de la cepa CD1,
importados de CRIFFA (Lyon, Francia) al principio del experimento, y se eliminaron 5
machos y 3 hembras de todos ellos por baja experimental. A su llegada al Laboratorio
fueron alojados bajo las mismas condiciones que se han descrito en el Apartado 7.2.1.

de esta tesis doctoral.
14.2.2. Farmacos

Para este experimento, se usd clorhidrato de amitriptilina y salicilato de

fisostigmina (Sigma-Aldrich Quimica, Madrid), preparados como se detalla en el primer
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experimento (ver Apartado 7.2.2.). Los farmacos fueron administrados i.p. en un
volumen de 0.01 ml/g de peso corporal. Las dosis utilizadas fueron de 5 mg/kg de

amitripitilina, y 0.15 mg/kg, 0.3 mg/kg y 0.6 mg/kg de fisostigmina.
14.2.3. Aparatos

Se utilizd, como hasta ahora, la misma caja de evitacion inhibitoria y la de
aislamiento, usadas en los experimentos anteriores, que ya han sido descritas con

anterioridad en el Experimento 1 (ver Apartado 7.2.3.).
14.2.4. Disefio experimental

Los animales se distribuyeron al azar en 4 grupos por cada sexo, donde los
cuales recibieron 30 minutos antes del entrenamiento su administracion correspondiente
por via intraperitoneal de forma aguda: suero fisiologico (S) 6 5 mg/kg de amitriptilina
(A), e inmediatamente después del entrenamiento recibieron: salino (S), 0.15 mg/kg
(F1), 0.3 mg/kg (F2) 6 0.6 mg/kg (F3) de fisostigmina. Es decir, todos los sujetos
pasaron por dos administraciones, formando los siguientes grupos: SS (salino-salino),
AS (5 mg/kg de amitriptilina-salino), AF1 (5 mg/kg de amitriptilina-0.15 mg/kg de
fisostigmina), AF2 (5 mg/kg de amitriptilina-0.3 mg/kg de fisostigmina) y AF3 (5
mg/kg de amitriptilina-0.6 mg/kg de fisostigmina).

14.2.5. Procedimiento

Los animales experimentales pasaron por la prueba de evitacion inhibitoria en
orden aleatorio. Treinta minutos antes de introducir a los sujetos en la caja de evitacion,
se les dio la primera administracion, siendo el procedimiento del ensayo exactamente

igual que el expuesto en el Experimento 2 de la presente tesis (ver Apartado 8.2.5.).




14. EXPERIMENTO 8

Inmediatamente después del entrenamiento el animal se extrajo de dicha caja, y se le

administr6 su segunda dosis correspondiente al grupo al que pertenecia.

La fase de test fue realizada 24 horas después de la fase de entrenamiento, de la

misma manera que en los experimentos anteriores de esta tesis doctoral. El disefio de

dicho experimento aparece graficamente esquematizado en la Figura 14.1.
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Figura 14.1. Disefio y procedimiento del Experimento 8. I.P.: Intraperitoneal, S: salino, A: 5 mg/kg de
amitriptilina, F1: 0.15 mg/kg de fisostigmina, F2: 0.3 mg/kg de fisostigmina y F3: 0.6 mg/kg de

fisostigmina, n: nimero de sujetos por grupo.
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14.2.6. Analisis estadistico

Los datos se evaluaron utilizando la misma estadistica paramétrica y los mismos

analisis que los que se emplearon en el Experimento 1 (ver Apartado 7.2.6.).
14.3. RESULTADOS

Durante la fase de entrenamiento, la variable Tratamiento alcanzo la
significacion estadistica (Fs120 = 5.27, p < 0.01); siendo la comparacion post-hoc
estadisticamente significativa en los siguientes casos: AS y AF3 versus SS (p <0.01 yp

< 0.05, respectivamente) y AF2 versus AS (p < 0.05).

En el test, la variable Tratamiento, también fue estadisticamente significativa
(Fs4.122 = 17.65, p < 0.01), y posteriormente la prueba post-hoc de Newman-Keuls sali¢
significativa estadisticamente en los casos: AS, AF1, AF2 y AF3 versus SS (p <0.01),
junto con AF1, AF2 y AF3 versus AS (p < 0.01); donde dichos grupos presentaron
latencias menores que el grupo SS. Asimismo, los grupos que recibieron fisostigmina
(AF1, AF2 y AF3) presentaron latencias significativamente mayores que el grupo AS (p

< 0.01 en todos los casos) (ver Figura 14.2.).
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BENTRENAMIENTO OTEST ‘

ARCOSENO p

SS AF1 AF2 AF3
TRATAMIENTO

Figura 14.2. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno \p sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, AS: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, AF1: 5 mg/kg de amitriptilina-0.15 mg/kg de fiosostigmina, AF2: 5 mg/kg de
amitriptilina-0.3 mg/kg de fiosostigmina y AF3: 5 mg/kg de amitriptilina-0.6 mg/kg de fisostigmina. ** p
<0.01 vs SS, ##p <0.01 vs AS,y +p <0.05 y ++ p <0.01 vs entrenamiento.

Al realizar el andlisis de varianza por separado en machos y hembras, los
resultados nos indicaron que el Tratamiento fue estadisticamente significativo en la fase
de test en los machos con Fs60 = 7.80 (p < 0.01). El post-hoc obtuvo significacion
estadistica en los casos: AS, AF1, AF2 y AF3 versus SS (p <0.01), y AF1 y AF3 versus
AS (p <0.05) (ver Figura 14.3.).
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BENTRENAMIENTO OTEST
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Figura 14.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones macho, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda L.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, AS: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, AF1: 5 mg/kg de amitriptilina-0.15 mg/kg de fisostigmina, AF2: 5 mg/kg de
amitriptilina-0.3 mg/kg de fisostigmina y AF3: 5 mg/kg de amitriptilina-0.6 mg/kg de fisostigmina. ** p
<0.01 vs SSy #p <0.05 vs AS.

Ademas, los resultados también nos indicaron que el Tratamiento fue
estadisticamente significativo en la fase de test en las hembras con F46 = 11.22 (p <
0.01). El post-hoc obtuvo significacion estadistica en los casos: AS y AF3 versus SS (p
<0.01), AF2 versus SS (p <0.05), y AF1 y AF2 versus AS (p <0.01) (ver Figura 14.4).
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Figura 14.4. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones hembra, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el efecto de la
administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, AS: 5 mg/kg de
amitriptilina-salino, AF1: 5 mg/kg de amitriptilina-0.15 mg/kg de fisostigmina, AF2: 5 mg/kg de
amitriptilina-0.3 mg/kg de fisostigmina y AF3: 5 mg/kg de amitriptilina-0.6 mg/kg de fisostigmina. * p <
0.05y **p<0.01 vs SSy ## p <0.01 vs AS.

Se han encontrado diferencias globales estadisticamente significativas entre
machos y hembras en la fase de test, con F; i = 6.31, p < 0.01; presentando las
hembras latencias mayores que los machos (ver Figura 14.5). Ademas, también han
habido diferencias entre ambos sexos en la misma fase de test, concretamente, en le

grupo AF1 (F; 122 =6.31, p <0.05) (ver Figura 14.6).
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Figura 14.5. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de: salino, 5 mg/kg de
amitriptilina, y 0.15, 0.3 y 0.6 mg/kg de fisostigmina. && p < 0.01 vs machos.

Las comparaciones entre entrenamiento y test, juntando machos y hembras,
fueron estadisticamente significativas con la t de Student en todos los tratamientos (SS:
t)s = 13.13, p <0.01; AS: tp4 =2.10, p < 0.05; AF1: t;5 =4.82, p < 0.01; AF2: t5 = 4.90,
p <0.01 y AF3: tyo = 3.58, p < 0.01); siendo las latencias de cruce en el test mayores
que en el entrenamiento, excepto en el grupo AS que fue en sentido contrario (las

latencias de test fueron inferiores que en el entrenamiento) (ver Figura 14.2).

Al realizar dicho andlisis en cada sexo por separado, las comparaciones fueron
estadisticamente significativas en los siguientes grupos de machos: SS (t;; = 7.42, p <
0.01), AF1 (tj =2.34, p < 0.01) y AF2 (t;, = 3.20, p = 0.01), con la excepcion de: AS
(tip = 2.08, n.s.) y AF3 (t;3 = 1.81, n.s.); y de hembras: SS (t;; = 12.24, p < 0.01), AF1
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(tiz=4.76,p <0.01), AF2 (t;,=3.77,p <0.01) y AF3 (t;3 = 3.36, p < 0.01), excepto en
el grupo AS (t;, = 0.90, n.s.) (ver Figura 14.6.).
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Figura 14.6. Medias (+ error tipico de la media, ETM) del arcoseno Vp sobre las latencias de cruce en la
evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras, con intensidad de descarga eléctrica de 0.3 mA; en el
efecto de la administracion aguda I.P. Preentrenamiento y Postentrenamiento de SS: salino-salino, AS: 5
mg/kg de amitriptilina-salino, AF1: 5 mg/kg de amitriptilina-0.15 mg/kg de fisostigmina, AF2: 5 mg/kg
de amitriptilina-0.3 mg/kg de fisostigmina y AF3: 5 mg/kg de amitriptilina-0.6 mg/kg de fisostigmina. + p
<0.05 y ++p <0.01 vs entrenamiento y & p < 0.05 vs machos.

14.4. DISCUSION

En el presente experimento, se ha estudiado el efecto de la administracion aguda
preentrenamiento de 5 mg/kg de amitriptilina y la administracion postentrenamiento de
tres dosis de fisostigmina (0.15, 0.3 y 0.6 mg/kg), sobre las latencias de respuesta de la

evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras.
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Los resultados obtenidos mostraron que en el grupo control se observo un claro
aprendizaje, tanto juntando machos y hembras como por separado; ya que las latencias
de cruce en el test fueron mucho mas largas que en el entrenamiento. El grupo al que se
le administrd amitriptilina antes del entrenamiento (y salino después de €l) no obtuvo
aprendizaje, tanto juntando ambos sexos como por separado (ver Figuras 14.2., 14.3. y
14.4.). Este efecto amnésico lo hemos ido observando en la mayor parte de los
experimentos de esta tesis (Experimentos 3, 5y 7), donde las latencias de respuesta han
sido inferiores comparadas con las del grupo control. Ademads, en el grupo AS se
produjo tal déficit que las latencias en el test han sido incluso menores que en el
entrenamiento, de tal manera que ha impedido la adquisicion/consolidacion durante la
fase de entrenamiento. Dicho efecto también se ha ido observando en la presente tesis,
no tan pronunciado con esta dosis (Experimento 7), pero mas destacado con dosis mas

altas de este antidepresivo (Experimento 2, 3, 5y 6).

Los analisis en el test, independientemente del sexo, mostraron que todos los
animales tratados con amitriptilina preentrenamiento y fisostigmina postentrenamiento
(AF1, AF2 y AF3), obtuvieron diferencias estadisticamente significativas al realizar las
comparaciones con el grupo salino en el condicionamiento de evitacion inhibitoria; por
lo que, disminuyeron las latencias de cruce del test con respecto al grupo control (ver
Figura 14.2.). Ademas, al realizar las prueba estadistica por separado en machos y
hembras, los resultados alcanzaron el nivel de significacion estadistica en todos los
machos a los que se les administrd antidepresivo y las tres dosis del agonista colinérgico
(ver Figura 14.3.); aunque, en las hembras solo ocurri6 éste efecto en los grupos: AF2 y
AF3 (ver Figura 14.4.), por lo que se observa una diversidad sexodimoérfica dependiente
de dosis. Quizas, se podria pensar que el efecto de las dosis es diferente para cada sexo,
debido a una mayor actividad enzimatica en el higado de las hembras (Shapiro y cols.,

1995) que puede reducir mas en ellas la cantidad de farmaco disponible; o también,
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porque existen diferencias en la absorcion, biodisponibilidad, o metabolizacion del

farmaco (Pollock, 1997; Yonkers y cols., 1992).

Las diferencias que hemos obtenido en los grupos que se ha administrado
conjuntamente amitriptilina y fisostigmina, y se han comparado con el grupo control;
también las hemos ido viendo a lo largo de los experimentos realizados en la presente
tesis doctoral al coadministrar la amitriptilina con oxotremorina, no estadisticamente
significativo pero si una tendencia al observar las medias de las latencias de respuesta
(Experimentos 5 y 6). Es interesante afiadir, que los resultados pueden estar afectados
por la actividad motora, ya que se ha observado en la literatura que la fisostigmina es un
farmaco que puede intervenir en el aparato locomotor, actuando sobre la ejecucion de la
tarea de los ratones, aumentando la actividad dependiente de dosis (Mach y cols., 2004).
Ademas, también pueden influir otros factores en la realizacion de la tarea, como ser en
componentes emocionales, ya que se ha visto en investigacion que la fisostigmina puede

actuar sobre la ansiedad (e.g. Beracochea y cols., 2004).

Mohapel y cols. (2005) han observado que se incrementa la neurogénesis en el
hipocampo cuando la fisostigmina es administrada en pacientes que tienen reducida la
formacion hipocampal debido a la enfermedad de Alzheimer. Este efecto de dafio
cerebral producido por una enfermedad, podriamos equipararlo o parecerse al
provocado cuando manipulamos la memoria al administrar un farmaco que la deteriore,
como es en nuestro caso la amitriptilina. Es posible que este déficit que ocasiona dicho
antidepresivo cuando se administra junto con suero fisiologico (AS) o solo, lo
pudiéramos asemejar a una memoria dafiada por enfermedad y que cuando
administramos junto con fisostigmina o coadministrado (AF), el aprendizaje mejora
considerablemente; pudiendo haberse producido un aumento de la neurogénesis en areas

cerebrales. Si observamos las Figuras 14.2., 14.3. y 14.4., veremos que los grupos
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tratados con ambos farmacos (AF1, AF2 y AF3) juntando ambos sexos, y por separado
(machos: AF1 y AF3, y hembras: AF1 y AF2) mejoraron significativamente el
aprendizaje al compararlos con el grupo AS; ya que las latencias de cruce en la fase de
test fueron mas largas en comparacion con el grupo al que se le administro solo el
antidepresivo (AS). Sin embargo, debemos decir que la neurogénesis es un efecto mas a
largo plazo; por lo que, es posible que necesitemos mucho mas tiempo para poder
afirmar que es lo que ha ocurrido. Es decir, lo més probable que haya pasado es que
dicha actuaciéon haya sido mds directamente sobre la acetilcolina que sobre la

neurogénesis.

Los resultados obtenidos al realizar comparaciones entre entrenamiento y test en
los grupos en los que hubo coadministracion de amitriptilina y fisostigmina muestran
que si que se produjo aprendizaje en ambos sexos (ver Figura 14.6.). Es decir, en
machos las dosis baja e intermedia de fisostigmina y en hembras las tres dosis, revierten
el efecto amnésico que provoca la amitriptilina. Dicho efecto se ha observado en la
literatura cuando se administra un farmaco que dafia la memoria junto con uno que la
favorece (Csernansky y cols., 2005; Dong y cols., 2005; Zarrindast y cols., 2006). Sin
embargo, en otro estudio en el que se administrd tacrina y fisostigmina en aprendizaje
espacial, la fisostigmina no atenu6 el deterioro ocasionado por la tacrina (Hallam y

cols., 2004).

Se han encontrado diferencias de sexo globales en el Experimento 7, y se
concretizan dichas diferencias al coadministrar ambos farmacos con la dosis baja de
fisostigmina. Ademas, en este experimento las hembras han ejecutado mejor la tarea de
evitacion inhibitoria; deduciendo que los machos ejecutan peor la tarea de aprendizaje
que las hembras. Este efecto o tendencia a que las hembras aprenden mejor que los

machos, se ha observado a lo largo de los experimentos realizados en la presente tesis;
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aunque, a veces hemos encontrado en la literatura lo contrario. Por ejemplo, Roof y
Stein (1999) nos dicen que hay tendencia a que los machos aprendan mas rapidamente
que las hembras en aprendizaje espacial, ya que parece ser que utilizan diferentes tipos
de estrategias para resolver la prueba. Pero también se ha observado en ratas que una
exposicion perinatal al estradiol (metabolito de la testosterona) producia una mayor
agudeza en la adquisicién de una tarea en un laberinto radial, manifestando machos y
hembras diferentes estrategias de navegacién como consecuencia de la intervencion de
esta hormona esteroide (Williams y Meck, 1991). Ademas, en humanos también hay
constancia de que los hombres se desenvuelven mejor en situaciones espaciales que las

mujeres (e.g. Maguire y cols., 1999).

Es relevante decir, si observamos la Figura 14.6., que parece ser que no hay un
aumento en la efectividad de la fisostigmina, al aumentar la dosis, en contrarrestar la
amitriptilina; sino mas bien lo contrario. Por lo que, esto podria ser debido a que nos
encontramos en una rama descendente de la curva dosis-respuesta, indicandonos que las

diferencias obtenidas son dependientes de la dosis.

Podemos concluir que los resultados del presente experimento, estdn en la
misma linea que el experimento anterior, en el sentido de que la fisostigmina revierte el
efecto amnésico que produce la amitriptilina tanto en ratones machos como hembras; lo
que indica una implicacion, al menos en parte, del sistema colinérgico en el deterioro de

evitacion inhibitoria producido por la amitriptilina.
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El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el estudio de la intervencion
del sistema colinérgico en el efecto producido por la amitriptilina en una tarea de

evitacion inhibitoria en ratones machos y hembras.

El sistema colinérgico suele estar implicado y actiia sobre los procesos de
aprendizaje y memoria, como es el caso, entre otros, de la enfermedad de Alzheimer
(e.g. Gais y Born, 2004; Dong y cols., 2005); siendo la pérdida de la memoria la
alteracion mas precoz de esta enfermedad y generalmente el déficit mas importante,
donde los circuitos neuronales implicados en el aprendizaje y la memoria son los mas
intensamente lesionados, produciéndose pérdidas en los marcadores colinérgicos
corticales. La depresion, también es otro ejemplo de enfermedad en la que se ve
afectado el sistema colinérgico, entre otros sistemas, provocando alteraciones en la
memoria; es decir, existe una estrecha relacion entre depresion y memoria (e.g. Burt y
cols., 1995; Riedel y van Praag, 1995). Por todo ello, hemos pretendido esclarecer un
poco mas y aportar nuevos datos de la intervencion del sistema colinérgico en el efecto
producido por dicho antidepresivo en esta tarea de aprendizaje y memoria; detallando a

continuacion los resultados obtenidos.

El aprendizaje de los animales controles en evitacidén inhibitoria

Practicamente todos los animales controles de la presente tesis doctoral
aprendieron el condicionamiento de evitacion inhibitoria en un nico ensayo, es decir,
las latencias de test aumentaron en comparacion con las del entrenamiento (ver Tabla
1). La evaluacion del aprendizaje se realizé a las 24 horas del entrenamiento. Ademas,
en el Experimento 1, dicha evaluacion también se hizo (junto a las 24 horas) alos 15y a
los 22 dias y también hubo aprendizaje. Algunos autores han pasado el test a las 96

horas del entrenamiento (Pan, 1995) o incluso 2 meses después (Loscertales y cols.,
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1998) observandose aprendizaje de evitacion inhibitoria. En algunos de nuestros
experimentos y debido a un buen aprendizaje, las latencias han sido tan altas en el test
que casi han alcanzado la méxima posible (300 segundos), lo que se ha denominado a
este hecho “efecto techo”. Sin embargo, en otros casos, las latencias obtenidas en el test
han sido muy bajas, lo que quizds ha impedido que algunas comparaciones con los

grupos que recibieron tratamiento llegaran a ser significativas.

El cambio de intensidad de 0.3 y 0.5 mA en el Experimento 1 y de 0.4 mA en el
Experimento 6 se hizo para que las condiciones fuesen mas sensibles y asi detectar los
resultados esperados, siendo las latencias muy similares a las de los demds. Hemos
optado por utilizar, en la mayor parte de los experimentos de la presente tesis doctoral,
la intensidad de 0.3 mA; ya que, al observar los resultados del Experimento 1 donde
hemos utilizado la de 0.5 mA, parece ser que ha sido demasiado alta. Es decir, las
latencias de respuesta encontradas en este experimento casi alcanzaron el “efecto techo”
establecido por el procedimiento (duraciéon méaxima del ensayo: 300 segundos), y el
efecto beneficioso que produjera cualquier farmaco administrado podria ser

enmascarado por el efecto techo mencionado.
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Tabla 1. Resumen de los resultados de aprendizaje en administracion aguda de salino en
evitacion inhibitoria
EXPERIMENTO | ADMINISTRACION SEXO ENTRENAMIENTO vs TEST
) 03y05 | 03y05 |03y0.5
A ALP No RA
1 IDE
Q 03y05 | 03y0.5 | 03y05
A ALP RA
2 30AE - IDE 3 A
3
3 30AE A
3
4 IDE A
3
5,6,7y8 30AE - IDE A
g

NOTA 1: Efecto de la administracion aguda intraperitoneal de salino en diferentes momentos (30AE: 30
minutos antes del entrenamiento, e IDE: inmediatamente después del entrenamiento) sobre evitacion
inhibitoria en machos () y en hembras (), con dos intensidades de descarga eléctrica en el Experimento
1 (0.3 y 0.5 mA), con intensidad de 0.4 mA en el Experimento 6 y de 0.3 mA en el resto de ellos. Donde
al realizar comparaciones entre entrenamiento y test se produjo: aprendizaje (A), evaluado a las 24 horas;
aprendizaje a largo plazo (ALP), evaluado a los 15 dias; recuerdo del aprendizaje (RA), evaluado a los 22
dias; y no recuerdo del aprendizaje (No RA).
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En el Experimento 1, hemos sometido a los sujetos a la caja de evitacion
inhibitoria siguiendo las condiciones establecidas por el procedimiento, pero tendiendo
en cuenta el paso del tiempo en tres periodos (24 horas, 15 y 22 dias), y se observo que
disminuyeron las latencias de respuesta en la fase de test; habiéndose producido cierto
olvido. Teniendo en cuenta la literatura, podemos observar que si sometemos a los
sujetos a una simple exposicion nueva para ellos (por ejemplo, la actividad espontanea
en campo abierto), vemos que tiene efectos moduladores sobre la evitacion inhibitoria, y
cuando dicha situacion se presenta una hora después del entrenamiento interfiere en la
consolidacién de modo que impide memorizarla (Izquierdo y cols., 1999), pero cuando

se presenta antes del test facilita el recuerdo (Izquierdo y cols., 2000b).

Administracidon aguda de amitriptilina en evitacidn inhibitoria

La administracion aguda, de gran valor experimental pero poco valor
terapéutico, ha mostrado en la presente tesis doctoral que segin el momento de

administracion, la amitriptilina varia su accion (ver Tabla 2).
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Tabla 2. Resumen de los resultados de aprendizaje en administracion aguda de amitriptilina en
evitacion inhibitoria
EXPERIMENTO DOSIS | ADMINISTRACION | SEXO ENTRENAMIENTO vs TEST
(mg/kg)
3 103y05] 03y05 | 03y0.5
A ALP RA
1 30 IDE
Q 103y05| 03y05 | 03y0.5
A ALP No RA
30AE — IDE(s) 4 No A
2 30
30AE(s) — IDE 3 A
) No A
5
Q No A
3 30AE 3 No A
10
Q No A
) No A
20
Q Deterioro
8 No A
5
Q No A
3 No A
5 10 30AE — IDE(s)
No A
15 C? Deterioro
No A
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Tabla 2. Resumen de los resultados de aprendizaje en administracion aguda de amitriptilina en
evitacion inhibitoria (CONTINUACION)
EXPERIMENTO | DOSIS ADMINISTRACION [ SEXO | ENTRENAMIENTO vs TEST
(mg/kg)
3 A
5
Q@ A
) No A
6 7.5 30AE — IDE(s)
Q No A
) No A
10
Q No A
3
7 5 30AE — IDE(s) No A
d
8 5 30AE — IDE(s) No A

NOTA 2: Efecto de la administracion aguda intraperitoneal de amitriptilina en diferentes momentos
(30AE: 30 minutos antes del entrenamiento, e IDE: inmediatamente después del entrenamiento) sobre
evitacion inhibitoria en machos (&) y en hembras (2), con dos intensidades de descarga eléctrica en el
Experimento 1 (0.3 y 0.5 mA), con intensidad de 0.4 mA en el Experimento 6 y de 0.3 mA en el resto de
ellos; y también recibieron salino (s). Donde al realizar comparaciones entre entrenamiento y test se
produjo: aprendizaje (A), evaluado a las 24 horas; aprendizaje a largo plazo (ALP), evaluados a los 15
dias; recuerdo del aprendizaje (RA), evaluado a los 22 dias; no aprendizaje (No A); no recuerdo del
aprendizaje (No RA); y deterioro.
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Observando los resultados obtenidos, la administracion inmediatamente después
del entrenamiento de amitriptilina (30 mg/kg) en ambos sexos produjo aprendizaje; no
impidiendo la consolidacion (Experimento 1 y 2), ni la memoria a largo plazo
(Experimento 1); aunque no se produjo recuerdo en hembras a las que se les someti a
ambas intensidades de descarga eléctrica (0.3 y 0.5 mA) y en machos con intensidad de
0.3 mA (Experimento 1). Ademads, cuando se utilizan la misma dosis y otras dosis (5,
7.5, 10, 15, 20 y 30 mg/kg) de dicho antidepresivo administrado 30 minutos antes del
entrenamiento, produce déficit en la adquisicion de la memoria (no hay aprendizaje), y
también en sujetos machos y hembras (Experimentos 2, 3, 5, 6, 7 y 8). Por lo que,
cuando la administracion se realiza antes del entrenamiento las latencias en la fase de
test se reducen significativamente, pero no ocurre asi cuando se administra después de
dicho entrenamiento. Este resultado de no provocar efecto amnésico la amitriptilina
cuando se administra postentrenamiento, se ha ido observando en nuestro grupo de
investigacion; pero discrepa con otro estudio también nuestro, donde la dosis de 30
mg/kg deteriora la consolidacion en ambos sexos; aunque si que coinciden estos
resultados cuando la amitriptilina es administrada preentrenamiento, donde provoca

déficit en la adquisicion de la memoria (Everss y cols., 2005).

El no aprendizaje producido por la administracion preentrenamiento de
amitriptilina, se ha visto reflejado cuando las latencias en la fase de test han sido mas
cortas que en la fase de entrenamiento. Dicho efecto lo hemos observado en la presente
tesis, con la dosis de 5 mg/kg en el Experimento 7 en machos y Experimento § en
ambos sexos; y mas destacado con otras dosis mas altas: en el Experimento 2 en machos
(30 mg/kg), Experimento 3 en ambos sexos (20 mg/kg ), Experimento 5 en machos y
hembras (15 mg/kg) y Experimento 6 en sujetos hembras (10 mg/kg). Ademads, este no
aprendizaje se convierte en un gran deterioro, cuando los resultados estadisticos nos

indican que significativamente se ha producido dicho efecto (ver Tabla 2); que es el
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caso del Experimento 3 en hembras (20 mg/kg) y el Experimento 5 en machos (15
mg/kg), siendo las latencias de cruce en la fase de test inferiores a las del entrenamiento.
Una manera de explicar estos efectos podria ser diciendo que el déficit que provoca la
amitriptilina sobre la memoria, se deberia a su antagonismo con los receptores
muscarinicos, adrenérgicos o € histaminérgicos H; (Riedel y van Praag, 1995) de los
que el antidepresivo es uno de los mds potentes (Richelson y Nelson, 1984; Richelson,
1987; Azanza, 2000) y que interfiere negativamente en muchos de los test empleados en
seres humanos (Thompson, 1991; Amado-Boccara y cols., 1995). Los farmacos que
tienen una gran accion anticolinérgica deterioran el aprendizaje, mientras que los que
carecen de dichas propiedades no tienen efectos o incluso lo mejoran, tanto en seres
humanos como animales (Bammer, 1982; Riedel y van Praag, 1995; Amado-Boccara y

cols., 1995).

La mayor parte de los estudios realizados con la administracion aguda de
amitriptilina en el condicionamiento de evitacion inhibitoria han medido su efecto sobre
la adquisicion, la consolidacion o el recuerdo, al administrarla antes del entrenamiento
(Shimizu-Sasamata y cols., 1993; Suzuki y cols., 1995; Takahashi y cols., 1995;
Yamaguchi y cols., 1995; Takeuchi y cols., 1997), inmediatamente después (Kumar y
Kulkarni, 1996; Everss y cols., 1999, 2005; Parra y cols., 2006) o antes del test (Klint,
1991) respectivamente. Nuestros resultados van, mds o menos, en la linea de lo

obtenido por la mayoria de ellos.

Administracidon aguda de oxotremorina en evitacion inhibitoria

Si nos centramos en el Experimento 4, en el cual se ha trabajado con tres dosis
de oxotremorina (0.05, 0.1 y 0.2 mg/kg), diremos que no se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas en el tratamiento al compararlo con el grupo control.
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Aunque, si observamos las representaciones graficas de los datos (ver Figuras 10.2,
10.3, 10.4 y 10.6) vemos que hay una tendencia a la mejora de la memoria; debido a que
las latencias de cruce en la fase de test son mas largas que en las del entrenamiento
independientemente del sexo y por separado. Sin embargo, al realizar comparaciones
entre la fase de entrenamiento y test, se observaron diferencias estadisticamente
significativas en todos los grupos, tanto de machos como de hembras; indicandonos que
los animales realizaron bien la tarea de aprendizaje a la que les hemos sometido, de
igual modo que en los Experimentos 5 y 6 (ver Tabla 3). Es decir, estos resultados se
podrian ver apoyados por la literatura, porque hemos encontrado que dicho farmaco
puede producir ausencia de efecto (e.g. Barros y cols., 2004; Doyle y Regan, 1993) y
también puede favorecer la consolidacion y la retencion (Baratti y cols., 1983; Baratti y
Kopf, 1996; Huygens y cols., 1980; Miranda y McGauh, 2004; Pavone y cols., 1993;
Power y cols., 2003a).

Ademas, después de observar los resultados obtenidos en el Experimento 5,
podemos decir que la oxotremorina ejerce un efecto beneficioso en la consolidacion de
la memoria, independientemente del sexo, cuando se administrd postentrenamiento 0.05
mg/kg y previamente preentrenamiento se habia administrado salino, ya que las
latencias de cruce en la fase de test fueron mayores que en la fase de entrenamiento (ver
Figura 11.2.); por lo que, parece ser que se ha producido un efecto favorecedor en la

memoria.

Administracioén aguda de fisostigmina en evitacion inhibitoria

La fisostigmina, al igual que la oxotremorina, es un farmaco que se ha utilizado
para la enfermedad de Alzheimer, ya que actua sobre el sistema colinérgico (Cowburn y

cols., 1996; Daversh y cols., 2003; Ladner y Lee, 1999; Mohapel y cols., 2005), entre




15. DISCUSION GENERAL 258

otros sistemas de neurotransmision y areas cerebrales implicadas, y como consecuencia
de ello en procesos de aprendizaje y memoria. De la misma manera que la
oxotremorina, podemos observar en los Experimentos 7 y 8 que las dosis de
fisostigmina (0.15, 0.3 y 0.6 mg/kg) también han producido un claro aprendizaje en
ambos sexos cuando se han realizado comparaciones entre entrenamiento y test (ver
Tabla 3), ya que las latencias de cruce en la fase de test fueron mucho mas largas que en
la fase de entrenamiento. Sin embargo, al igual que la oxotremorina, cuando se
administra sola (Experimento 7) y se compara con el grupo control los resultados no
fueron estadisticamente significativos; aunque hay una tendencia a la mejora en
hembras (ver Figuras 13.4. y 13.6). Esta tendencia a que se beneficie la memoria cuando
se administra la fisostigmina sola, puede respaldarse si observamos la literatura, ya que

existen algunos trabajos que lo corroboran (e.g. Santucci y Haroutunian, 2004).

Coadministracion aguda de amitriptilina v oxotremorina en evitacion inhibitoria

El efecto deteriorante en la memoria cuando se administra la amitriptilina, ya se
ha mostrado a lo largo de esta tesis doctoral y con anterioridad en este mismo apartado.
Como uno de nuestros objetivos fundamentales es ver cual es la actuacion e
intervencion del sistema colinérgico de este antidepresivo, nuestros resultados inciden a
nivel de ejecucion cognitiva, reflejando deterioro en la memoria cuando se administra
amitriptilina; donde dicho déficit puede ser debido al efecto anticolinérgico de este
farmaco (Knegtering y cols., 1994). Por ello, la coadministracion de dicho antidepresivo
con otros farmacos (como es la oxotremorina) que intervienen en este sistema de

neurotransmision, es esencial en este trabajo experimental.




15. DISCUSION GENERAL 259

Tabla 3. Resumen de los resultados de aprendizaje en administracién aguda de oxotremorina o
fisostigmina en evitacién inhibitoria
EXPERIMENTO | DOSIS | ADMINISTRACION | SEXO | ENTRENAMIENTO vs TEST
(mg/kg)
J
0-0.05
3
4 0-0.1 IDE A
3
0-0.2
3
5 0-0.05 30AE(s) — IDE A
3
6 0-0.1 30AE(s) — IDE A
3
7 F-0.3 30AE(s) — IDE A

NOTA 3: Efecto de la administracion aguda intraperitoneal de oxotremorina (O) o fisostigmina (F) en
diferentes momentos (30AE: 30 minutos antes del entrenamiento, e IDE: inmediatamente después del
entrenamiento) sobre evitacion inhibitoria en machos (&) y en hembras (), con intensidad de descarga
eléctrica de 0.4 mA en el Experimento 6 y de 0.3 mA el resto de ellos; y también recibieron salino (s).
Donde al realizar comparaciones entre entrenamiento y test se produjo aprendizaje (A).
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Después de observar los resultados obtenidos y resumidos en la Tabla 4,
podemos decir que se ha producido aprendizaje en los siguientes grupos que se
administré amitriptilina preentrenamiento y oxotremorina postentrenamiento: (1) 5
mg/kg de amitriptilina y 0.05 mg/kg de oxotremorina en hembras (Experimento 5), (2) 5
mg/kg de amitriptilina y 0.1 mg/kg de oxotremorina en hembras (Experimento 6), y (3)
7.5 mg/kg de amitriptilina y 0.1 mg/kg de oxotremorina en machos (Experimento 6).
Asi pues, que la oxotremorina ha contrarrestado el efecto deteriorante del antidepresivo
cuando se administra solo; ya que muchos estudios han mostrado que la oxotremorina
postentrenamiento en diferentes dosis provoca un efecto beneficioso en la memoria
(Baratti y cols., 1979, 1983, 1996; Huygens y cols., 1980; Miranda y McGaugh, 2004;
Pavone y cols., 1993; Power y cols., 2003a). Ademas, este efecto también parece ser
que ha ocurrido con la dosis de 10 mg/kg de amitriptilina preentrenamiento y
postentrenamiento de oxotremorina en hembras, aunque los resultados no han sido
estadisticamente significativos como con la dosis baja; por lo que, deberiamos hablar de

una tendencia a la mejora (ver Figura 11.6.).
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Tabla 4. Resumen de los resultados de aprendizaje en coadministracién aguda de amitriptilina
y oxotremorina en evitacion inhibitoria
EXPERIMENTO | DOSIS | ADMINISTRACION |SEXO | ENTRENAMIENTO vs TEST

(mg/kg)
) No A

5-0.05
Q A
8 Deterioro

5 10 - 0.05 30AE - IDE

Q No A

15-0.05 ) Deterioro
Q No A

5-0.1 ) No A
Q A
3 A

6 7.5-0.1 30AE - IDE

Q No A
3 No A

10-0.1
Q No A

NOTA 4: Efecto de la coadministracion aguda intraperitoneal de amitriptilina y oxotremorina en
diferentes momentos (30AE: 30 minutos antes del entrenamiento, e IDE: inmediatamente después del
entrenamiento) sobre evitacion inhibitoria en machos (&) y en hembras (%), con intensidad de descarga
eléctrica de 0.4 mA en el Experimento 6 y de 0.3 mA en el resto de ellos. Donde al realizar
comparaciones entre entrenamiento y test se produjo: aprendizaje (A), no aprendizaje (No A) y deterioro.
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Coadministracion aguda de amitriptilina v fisostigemina en evitacion inhibitoria

En el analisis realizado, al comparar entrenamiento y test, en los grupos a los
que se les coadministré amitriptilina antes del entrenamiento y fisostigmina después de
¢l, nos indicaron que se ha producido aprendizaje en ambos sexos con las dosis de 5
mg/kg de amitriptilina y 0.3 mg/kg de fisostigmina (Experimento 7). Este aprendizaje
también se ha dado en el Experimento 8, donde las tres dosis de fisostigmina (0.15, 0.3
y 0.6 mg/kg) ha revertido el efecto amnésico que provoca la amitriptilina,
independientemente del sexo. Al analizar machos y hembras por separado, este efecto es
el mismo; excepto, en el caso de los machos tratados con la dosis alta de fisostigmina
(ver Tabla 5). Dicho efecto se ha observado en diversos estudios cuando se administra
un farmaco que dafia la memoria junto con uno que la favorece (Csernansky y cols.,
2005; Dong y cols., 2005; Zarrindast y cols., 2006). En la literatura también hemos visto
ausencia de efecto en evitacion inhibitoria en ratas, cuando se administra 0.6 mg/kg de
fisostigmina con otro farmaco deteriorante de la memoria diferente de la amitriptilina

(Jafari-Sabet, 2006a).

Resumiendo, en los Experimentos 7 y 8, observamos que la fisostigmina revierte
el efecto amnésico que produce la amitriptilina tanto en ratones machos como hembras.
Sin embargo, este efecto no se ha visto en los experimentos que se ha trabajado
coadministrando amitriptilina y oxotremorina; aunque hay una tendencia a la mejora.
Por lo que, parece ser que se confirma nuestra hipodtesis de que el deterioro producido
por la amitriptilina y posteriormente revertido por dichos agonistas colinérgicos, esta

mediado (al menos en parte) por su accion sobre el sistema colinérgico.
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Tabla 5. Resumen de los resultados de aprendizaje en coadministracién aguda de amitriptilina
y fisostigmina en evitacion inhibitoria
EXPERIMENTO | DOSIS | ADMINISTRACION |SEXO | ENTRENAMIENTO vs TEST
(mg/kg)
3
7 5-03 30AE - IDE A
5-0.15 ) A
Q A
) A
8 5-03 30AE - IDE
Q@ A
) No A
5-0.6
Q A

NOTA 5: Efecto de la coadministracion aguda intraperitoneal de amitriptilina y fisostigmina en diferentes
momentos (30AE: 30 minutos antes del entrenamiento, ¢ IDE: inmediatamente después del
entrenamiento) sobre evitacion inhibitoria en machos () y en hembras (%), con intensidad de descarga
eléctrica de 0.3 mA. Donde al realizar comparaciones entre entrenamiento y test se produjo: aprendizaje
(A) y no aprendizaje (No A).

Diferencias de sexo en evitacion inhibitoria

Tomando en conjunto los datos, hemos encontrado diferencias de sexo en los
Experimentos 4, 5, 7 y 8. Las hembras ejecutan mejor la tarea de evitacion inhibitoria,
presentando latencias de cruce en la fase de test mas largas que los machos. Estas

diferencias no especifican donde se han producido, si en un grupo concreto de
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tratamiento o en el grupo control. Ademas, dichas diferencias, se concretan tras analizar
los datos en el Experimento 8, ya que hemos encontrado nivel de significacion
estadistica cuando comparamos machos y hembras dentro del grupo tratado previamente
al entrenamiento con 5 mg/kg de amitriptilina y posteriormente 0.15 mg/kg de
fisostigmina; siendo las latencias de cruce en la fase de test mayores en hembras que en

machos.

En la literatura, encontramos ejemplos de conductas no-reproductoras en los
roedores que presentan claras diferencias de sexo cuya direccion varia en funcion de las
investigaciones (Archer, 1975; Beatty, 1979; Guillamén y cols., 1988). Por ejemplo,
algunos defienden un dimorfismo sexual en la actividad de los ratones (Archer, 1975;
Guillamon y cols., 1988) que otros no obtienen (Archer, 1979; Lamberty y Gower,
1988; Berger-Sweeny y cols., 1995; Podhorna y cols., 2002). Pero esta diversidad de
resultados se puede deber, en parte, al uso de muestras de especies diferentes, y asi se
pueden encontrar estudios en los que las ratas hembras presentan una peor evitacion
inhibitoria (e.g. Beatty, 1979; Heinsbroek y cols., 1988); mientras que en ratones, de
encontrarse diferencias, sea en las hembras donde se observen latencias claramente
superiores a las obtenidas por los machos (e.g. Monledén y cols.,, 2001, 2002).
Heinsbroek y cols. (1988a) atribuyen dichas diferencias de sexo a los mayores niveles
cerebrales de serotonina y de la capacidad de sintesis de ella de las hembras, mientras
que otros atribuyen el mayor olvido en las hembras en relacion al sistema colinérgico

(Berger-Sweeney y cols., 1995).

Las investigaciones también han descrito efectos sexodimorficos con otros
farmacos, por ejemplo, con los antipsicéticos o neurolépticos, sobre la adquisicion de la
evitacion activa en ratones (Arenas y cols., 1993, 1995, 1999; Monle6n y cols., 1998;

Monleoén y Parra, 1997, 1998; Parra y cols., 1999). Monleén y Parra (1998) sefialan que
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el origen de las diferencias de sexo en sus resultados puede también estar en las
hormonas femeninas o en la sensibilidad al dolor. Quizas las hembras sean mas
sensibles a la intensidad de descarga eléctrica que los machos, lo que mejoraria su
condicionamiento en el caso de los controles del Experimento 6 (a los que se les
sometid a una descarga eléctrica de 0.4 mA, que en los demds experimentos fue de 0.3
mA) si los comparamos con los Experimentos 3, 4 y 5; aunque no ocurre asi si los
comparamos con las hembras control de los Experimentos 7 y 8, ya que las latencias
fueron similares. Siendo este efecto aun mas pronunciado, si observamos las graficas en
el Experimento 1 entre ambos sexos, cuando hemos sometidos a los sujetos a

intensidades de descarga eléctrica de 0.3 y 0.5 mA.

Dichas diferencias de sexo no aparecen cuando se administra amitriptilina sola,
pero si que parece que hay una tendencia a que realizan mejor la tarea las hembras que
los machos, cuando se administra solo oxotremorina (Experimentos 4, 5 y 6) o
fisostigmina (Experimento 7), o también existe cuando se coadministra amitriptilina-
oxotremornia (Experimento 5 y 6) y amitriptilina-fisostigmina (Experimentos 7 y 8).
Aunque, también es interesante mencionar que estas latencias disminuyen o se igualan
entre machos y hembras, puede ser debido a que exista una posible curva dosis-efecto

diferente en cada sexo (Experimento 5, 6 y 8).

Consideraciones finales

Independientemente de todo lo dicho hasta ahora, es interesante mencionar que
los farmacos utilizados en esta tesis doctoral son tratamientos que suelen afectar a la
actividad locomotora, tanto la amitriptilina (e.g. Dziedzicka-Wasylewska y Rogoz,
1997; Brocco y cols., 2002), como la oxotremorina (Chintoh y cols., 2003; Laplante y
cols., 2005; Wang y cols., 2004) y también la fisostigmina (e.g. Mach y cols., 2004);
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donde este factor ha sido decisivo a la hora de elegir las dosis en estos experimentos. Es
el caso de haber reducido las dosis de amitriptilina de los primeros experimentos a los
ultimos (de 30 a 5 mg/kg), ya que este antidepresivo tiene un efecto sedativo (Epstein y
cols., 2003) que hacia que los sujetos no pudieran ejecutar bien la tarea. Ademas, no
hemos utilizado dosis mas altas de oxotremorina de las usadas (0.05, 0.1 y 0.2 mg/kg) y
de fisostigmina (0.15, 0.3 y 0.6 mg/kg), porque se ha visto que: (1) la dicha
oxotremorina aumenta la actividad y provoca temblores (Chintoh y cols., 2003;
Laplante y cols., 2005; Wang y cols., 2004), y (2) la fisostigmina también la aumenta
dependiente de dosis (Mach y cols., 2004) y provoca ansiedad (Beracochea y cols.,
2004); por lo que, es posible que esto hubiera interferido en la realizacion de la tarea,

aunque al ser administrada después del entrenamiento no afectase a la ejecucion.

Parecer ser que la administraciéon aguda de amitriptilina dafia el proceso de
adquisicion y/o primeros momentos de la consolidacion, pero no a la plena
consolidacién y al recuerdo, con la dosis de 30 mg/kg, en ratones machos y hembras.
Ademas, este efecto deteriorante de la amitriptilina sobre la adquisicion se confirma con

dosis inferiores (20, 15, 10, 7.5 y 5 mg/kg), también en ambos sexos.

Cuando de manera independiente a la amitriptilina, queremos trabajar con otros
farmacos que suelen actuar sobre el sistema colinérgico, de manera opuesta a dicho
antidepresivo, mejorando las tareas de aprendizaje y memoria; nos encontramos con
resultados como que: la oxotremorina no tiene efectos sobre la consolidacion de la
memoria, pero si hay una tendencia a la mejora; aunque la fisostigmina si que parece

que provoca beneficio en la ejecucion de la tarea de evitacion inhibitoria.

Por otra parte, cuando queremos trabajar coadministrando antidepresivo

(amitriptilina) con dosis baja y varias dosis de agonistas colinérgicos (oxotremorina y
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fisostigmina), encontramos que la oxotremorina no revierte el dafio que ocasiona la
amitriptilina, pero con una tendencia a ello; sin embargo, la fisostigmina recupera dicho

dano ocasionado en la memoria.

Estos resultados, nos indican que el sistema colinérgico estd implicado en
procesos de aprendizaje y memoria, y que trabajando con fairmacos que provocan dafo
y beneficio sobre estos procesos, podemos desvelar informacion para futuras
investigaciones en encontrar cura a enfermedades degenerativas relacionadas con el
déficit cognitivo. Aunque, los resultados no hayan sido muy concluyentes en la
recuperacion del deterioro; nos podemos atrever a decir que si que hay una tendencia a
que se produzca un revertimiento en la memoria. Ademads, de indicarnos también que

esta implicado este sistema de neurotransmision.

Seria recomendable que en futuras investigaciones se estudiara el efecto que
tienen otros antidepresivos, como por ejemplo la fluoxetina, a través de otros sistemas
de neurotransmision, como el serotoninérgico, en tarecas de aprendizaje y memoria,
como la evitacion inhibitoria; estudiando si ademas del sistema colinérgico también
estén implicados otros sistemas de neurotransmision que son muy importantes en estos

procesos cognitivos.

Ademas, de manera independiente a lo dicho hasta el momento, y centrandonos
en el efecto terapéutico de los psicofarmacos; se puede decir que el perfil
psicopatologico de los desérdenes mentales (como por ejemplo la depresion) es muy
diverso y los tratamientos psicotropicos utilizados (como por ejemplo los
antidepresivos) difieren en sus estructuras quimicas. No obstante, estos farmacos
comparten cuatro caracteristicas: (1) muestran retraso en la respuesta clinica, (2)

ninguno de ellos puede ser utilizado para curar, (3) presentan un alto nimero de no-
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respuestas, y (4) aun se desconoce, en gran medida, el mecanismo responsable de su
accion terapéutica. Se ha hipotetizado que la accidon de estos farmacos, en parte, es el
deterioro de memoria. También se ha sugerido que podria ser beneficioso utilizar
algunas estrategias de investigacion de la neurobiologia del aprendizaje y la memoria,
para el estudio de los efectos de los psicofarmacos; basandose para ello en los siguientes
criterios: (1) la comparacion entre los cambios moleculares que provocan los fAirmacos y
la neurobiologia de la memoria, (2) los efectos, preferentemente cronicos, que producen
estos farmacos sobre pruebas de memoria, y (3) los efectos de farmacos que empeoran

la memoria sobre pruebas usadas para cribar psicofarmacos (Parra, 2003).
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De los experimentos realizados en la presente tesis doctoral, se pueden extraer

las siguientes conclusiones:

1. La administracion aguda de amitriptilina inmediatamente después del
entrenamiento, no tuvo efectos significativos sobre la consolidaciéon de la

memoria en una tarea de evitacidon inhibitoria.

2. La administracion aguda de varias dosis de amitriptilina (5, 7.5, 10, 15, 20 y 30
mg/kg), antes del entrenamiento, deteriora la adquisicion/consolidacién de una

tarea de evitacion inhibitoria.

3. La administracion aguda de oxotremorina (0.05, 0.1 y 0.2 mg/kg) no mejora, ni
en machos ni en hembras, el condicionamiento de evitacion inhibitoria; aunque

se observa una tendencia a dicho beneficio.

4. La oxotremorina coadministrada con amitriptilina, no tuvo efectos
significativos, aunque existe una tendencia a contrarrestar el efecto deteriorante
del antidepresivo en evitacion inhibitoria; sobre todo con las dosis baja de

amitriptilina (5 mg/kg) y de oxotremorina (0.05 mg/kg).

5. La administracion aguda de 0.3 m/kg de fisostigmina no mejoré la consolidacion
de la memoria, pero se observo una tendencia a la mejora tanto en machos como

en hembras, en el condicionamiento de evitacion inhibitoria.

6. La fisostigmina coadministrada con amitriptilina contrarrestd significativamente
el deterioro ocasionado por el antidepresivo sobre la evitacion inhibitoria, tanto

en machos y hembras, siendo este efecto dependiente de dosis.
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7. Se producen diferencias de sexo generales al administrar oxotremorina sola o en
combinacién con amitriptilina, y también al administrar fisostigmina junto con
el antidepresivo en evitacion inhibitoria; concretandose estas diferencias, cuando
se coadministra amitriptilina (5 mg/kg) y fisostigmina (0.15 mg/kg). Ademas,
existe una tendencia a que las hembras controles ejecuten mejor dicha tarea que

los machos.

8. Y como conclusion final, estos resultados nos indican que el deterioro de
evitacion inhibitoria, en ratones machos y hembras, producido por Ila

amitriptilina estd mediado, al menos en parte, por el sistema colinérgico.
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