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Resumen
A lo largo de la historia el consumo de plantas y hongos alucinégenos ha estado presente, desde en el

uso ceremonial y recreativo, hasta de forma terapéutica. Durante la década de los afios 60 se elucidd
la estructura quimica de los principios activos, entre ellos, las triptaminas que pertenecen a los hongos
psilocibicos, como Psilocybe cubensis, dentro de las que destacan psilocina y psilocibina por ser las que
se encuentran en mayor proporcion.

A partir de los efectos reportados tras su consumo, como la alteracién de procesos como cognicién y
percepcién del tiempo, se tuvo indicio de que las principales areas implicadas donde se generan estos
efectos son las areas corticales, de las que destaca la corteza prefrontal (CPF). Ademas, se han realizado
multiples investigaciones a partir de las cuales se ha descrito que el mecanismo de accidn es a través
de los receptores serotoninérgicos, principalmente por los subtipos 5-HT2a/c y 5-HT1a

Sin embargo, poco se sabe acerca de la respuesta sobre las neuronas aisladas que genera una
exposicidn a los compuestos alucindégenos contenidos en el extracto metandlico de P. cubensis como
una aproximacion para comprender mejor los mecanismos a nivel integrativo en el sistema nervioso
central (SNC).

Con estos antecedentes, en el presente trabajo se evalud si la administraciéon Unica del extracto
metandlico de Psilocybe cubensis produce respuestas a corto plazo en SNC a través de la evaluacion
conductual Wet-Dog-Shake (WDS), y, después de haber transcurrido 24 horas de la administracién, se
realizd el registro electrofisiolégico de las corrientes activadas por NMDA(Inmpa), asi como la
modulacién por serotonina sobre éstas mismas, en las neuronas piramidales agudamente disociadas
de la capa V/VI de la CPF de rata.

El conteo de la respuesta WDS se utilizé como marcador del efecto del extracto metandlico de P.
cubensis sobre los receptores 5-HTza/c. Y transcurridas 24 horas de la administracidon del extracto
metandlico se encontrd que la densidad de la corriente activada por NMDA (Inmoa) disminuyé con las
dosis bajas (< 0.03 mg/kg), pero regreso a la densidad normal con las dosis altas (> 0.03 mg/kg) dando
como resultado un efecto de campana invertida. Finalmente, en cuanto al porcentaje de inhibicidn
causado por serotonina sobre dicha corriente (Inmpa) se encontré un efecto principal bifasico con
maxima inhibicion en 0.01 mg/kg.

Por lo que se concluyd que la administracién Unica de diferentes dosis del extracto metandlico de P.
cubensis, modifica la densidad de corriente de la Invpa Y la modulacidn que la serotonina ejerce sobre

ésta.



1 Introduccién

1.1 Alucinégenos

Desde su aparicidon en el ambito de la investigacién, han sido propuestos diferentes términos para
referirse a las plantas y hongos que, tras su consumo, son capaces de alterar las funciones mentales y
cognitivas, tales como cambios en el estado de animo, alteracion en la percepcion de la realidad y el
tiempo, ilusiones visuales y auditivas, asi como sinestesia (Brailowsky, 2008; Lépez Pavillard, 2003).
Algunos ejemplos de esto son, psicomiméticos, psicodislépticos (sustancias que alteran la mente),
psicodélicos (sustancias que inducen estados psicéticos), psicotropicos, entre otros (Brailowsky, 2008).
Sin embargo, de acuerdo a Ruck y su equipo (1979) estos términos no son muy adecuados, e incluso
son de indole peyorativo, por lo que propusieron el término “entedgeno” (dios generado dentro) como
uno mas apropiado para referirse a estas plantas y hongos en funcién de sus efectos y del papel

ceremonial que han tenido en las civilizaciones del mundo.

No obstante, dentro de la comunidad cientifica uno de los términos mas utilizados y aceptados para
referirse a los principios activos contenidos en las plantas y hongos es alucinégeno (David E. Nichols,
2004) vy, recientemente se ha retomado el término “psiquedélico” (David E. Nichols, 2016) acufiado por
Osmond (1957) cuya definicion se refiere a la capacidad de “manifestacion de la mente” y que ademas

podria tener un uso terapéutico.

Aunado a lo anterior, los alucindgenos o psiquedélicos han sido definidos con mas precisién por Nichols
(2004, 2016), como aquellas sustancias que ejercen su efecto en el sistema nervioso central, mediante
la activacion (total o parcial) de receptores serotoninérgicos, particularmente el subtipo 5-HT,a. Por lo

que seran los términos a utilizar en el presente trabajo.

La disyuntiva que se planted al inicio de esta seccidn, surgid en funcion del papel que ha tenido, a lo
largo de la historia del desarrollo de las civilizaciones del mundo, el uso ceremonial de los entedgenos.
Tales como: los cactus Lophopora williamsi (conocido como Peyotl) y Echinopsis pachanoi (cactus de
San Pedro) que tienen como principio activo a la mescalina, las semillas de la enredadera Turbina
corymbosa (Ololiuhqui) que contienen acido lisérgico, una mezcla con la que se prepara una bebida en

la amazonia (Ayahuasca) con la corteza del arbol Psychotria viridis que contiene dimetiltriptamina



(DMT) y la liana Baniisteriopsis cappi que contiene harmalina, asi como hongos, ya sean macroscépicos

(macromicetos) o microscdpicos (micromicetos).

Como parte de los micromicetos, se encuentra el Claviceps purpurea (cornezuelo o ergot) del centeno
a partir del cual Albert Hofmann sintetizé el LSD (Ott, 1993; Schultes & Hofmann, 2000; R. G. Wasson
etal., 1978). Y dentro de los macromicetos se encuentran los denominados, por su contenido de
psilocina y psilocibina, como “hongos psilocibicos” grupo al que pertenecen las especies contenidas en
los géneros Psilocybe spp. (conocido como Teonanacatl), Panaeolus spp., Conocybe spp. e Inocybe spp.
(Schultes, 1940; Stamets, 1996). Cabe aclarar que el género Amanita spp., y en particular A. muscaria
(conocido como matamoscas) no pertenece al grupo de los hongos psilocibicos debido a que sus
principios activos (acido iboténico y muscimol; Ott, 1993; Schultes, 1977; Stebelska, 2013), pese a tener
efectos sobre el SNC, no son alucinégenos serotoninérgicos clasicos de acuerdo a la definicién de

Nichols (2004, 2016) y, por lo tanto, tienen un mecanismo de accién diferente.

Finalmente, con respecto a las ceremonias rituales mediadas por el uso de enteégenos, cabe mencionar
que, hasta la fecha estas se realizan de acuerdo a los usos y costumbres que a cada cultura y region
corresponde, y se sabe, a partir de los registros mas antiguos con los que se cuenta, que uno de los
principales objetivos de llevarlas a cabo, eran principalmente fines religiosos y adivinatorios, ya que los
registros refieren que durante las sesiones puede existir “comunicacién con sus dioses”; y terapéuticos,

porque se arguye “obtener el conocimiento para sanar”(Carod-Artal, 2011; Schultes, 1977).

1.1.1 Hongos

Los registros arqueoldgicos seialan a las ceremonias con hongos como las mds antiguas que involucran
el uso de entedgenos, esto a partir de registros en pinturas prehistéricas que datan de hace mas de
7000 aios, una de ellas es conocida como la abeja de Tassili descubierta en una zona montafnosa del
desierto del Sahara en Argelia (Samorini, 2001, 2017). Ademds, en América Central (Guatemala,
Honduras y El Salvador), asi como la Riviera Maya, se han encontrado pequefias figuras de hombres-
hongo esculpidas en piedra de mds de 2200 afios de antigliedad (Borhegyi, 1961; Heim & Wasson,
1958; Lowy, 1971; G. Wasson, 1983; V. P. Wasson & Wasson, 1957).



Por otra parte, en México, los primeros registros que reportan la ingesta de hongos alucinégenos,
corresponden al aflo 1502 durante la ceremonia de coronacién de Moctezuma I, por parte de un
mexica culto llamado Tezozémoc:

“... los estrangeros les dieron a comer hongos montesinos

que se embriagan con ello, y con esto entraron a la danza...”

(G. Wasson, 1983; V. P. Wasson & Wasson, 1957).

Debido al papel que han ocupado estas ceremonias rituales con hongos en las civilizaciones, han sido
tema de interés para las ciencias sociales (arqueologia, antropologia, etnobotanica) desde principios
del siglo XX, lo que abrid paso a su investigacion por las ciencias naturales (quimica, biologia, fisiologia,
medicina) teniendo gran auge durante la década de los 60, época en la que Hofmann (1958) describio
por primera vez la estructura del principio activo y realizo su sintesis de novo. También dio inicio el uso
recreacional de las plantas y hongos alucinégenos, motivo que tuvo como consecuencia su prohibicidn
y posterior regulacién; sin embargo, en los ultimos 30 afios los alucinégenos volvieron a captar la
atencién de la comunidad cientifica que, aunado a ciertos cambios en la regulacién, han permitido la
continuacién de las investigaciones cientificas (Carod-Artal, 2011; Glockner, 2016; C. Ruck, 2016; G.

Wasson, 1983).

Dentro de los hongos alucindégenos pertenecientes al género Psilocybe se encuentra P. cubensis que es
una de las especies de mayor distribucién a nivel mundial, ademds de que su cultivo en laboratorio es
el mejor caracterizado y uno de los menos exigentes en cuanto a requerimientos nutricionales y

condiciones de crecimiento (Oss & Oeric, 1992; Pollock, 1975).

1.1.1.1 Psilocybe cubensis

Es un hongo coprdfilo y de crecimiento gregario, con un estipite de superficie humeda y lisa que oscila
de 1.5-8 cm de ancho, con forma cdnica-campanulada, inicialmente de forma umbonada o
mamiliforme que con el transcurso del tiempo se abre hasta ser plano, de color marrén que se
desvanece hacia los bordes hasta tornarse blanco. El velo universal después de romperse deja un anillo
remanente en el pileo, el cual es blanco y ligeramente estriado, el pileo mide de 4-20cm x 0.5-1.5cm de

ancho y las laminas estan préoximas entre si y son de color pdlido grisdceo que oscurecen cuando



envejece. Finalmente, las esporas son de color café-violdceo a
purpura oscuro y miden aproximadamente entre 11.5y 17 um x 8 -
11 um (Figura 1). Una caracteristica de los ejemplares de este género
es que reaccionan a la manipulacién con un cambio de su coloracién
adquiriendo una tonalidad azul-verdosa, como indicador del
contenido de los principios activos que provocan el efecto

alucinégeno (Guzman, 1995; Stamets, 1996).

1.1.1.1.1 Extracto metandlico de Psilocybe cubensis

1.1.1.1.1.1 Metabolitos del hongo

Los principios activos del hongo P. cubensis han sido clasificados Figura 1. Fotografia de ejemplares
de Psilocybe cubensis, donde se
como moléculas pertenecientes al grupo de las triptaminas. A saber, puede observar la forma mamilar
L, . del pileo a punto de abrirse y antes
por su estructura, los alucinégenos pueden clasificarse en dos grupos:  romper e/ velo universal.
las feniletilaminas (como la mescalina, el 2-({[2-(4-cloro-2,5-
dimetoxifenil)etillamino}metil)fenol: 25CN-NBOH y  4-yodo-2,5-dimetoxi-N-(2-metoxibenzil)
feniletilamina: 251-NBMeQ), y las triptaminas, que a su vez se pueden subdividir en dos grupos: las
ergolinas, (como la dietil-amida del 4cido lisérgico: LSD), que son estructuras relativamente mas rigidas,
y las triptaminas simples que son ligeramente mas flexibles(Figura 2). Dentro de esta subdivision se

encuentran: el DMT, la psilocibina y la psilocina (David E. Nichols, 2004, 2016).

= _NH,
M
H Triptamina

Figura 2. Estructura quimica de la triptamina. Estd formada por un anillo inddlico unido a una etanoamina.

Las triptaminas que se han descrito en el P. cubensis y en el extracto metandlico de éste y otras especies
del género, son (Figura 3): norbaeocistina ( con un rango de 0.05-0.077% del peso del hongo),

baeocistina ( 0-0.016% ), aeruginascina (0.011-0.022%), psilocibina (0.9-1.5%) y psilocina (0.17-0.24%).



De estas moléculas, destacan las ultimas dos por ser las que se encuentra en mayor proporcién. (Gartz,

1995; Matsushima, Eguchi, et al., 2009; Stebelska, 2013; Zhuk et al., 2015).

(?H
O=P-OH
8]
Chnn

Morbaeocistina Baeocistina Psilocibina Aeruginascina

Figura 3. Estructura quimica de las triptaminas presentes en P. cubensis, ordenadas de acuerdo al numero de grupos metilo
que contienen. Norbaeocistina no tiene ningun grupo metilo unidos a la amina, baeocistina: tiene uno, psilocibina tiene dos
grupos metilo y finalmente aeruginascina tiene tres grupos metilo.

Por su parte, la estructura quimica de la psilocibina (4-fosforiloxi- N, N-dimetiltriptamina) esta formada
por un esqueleto indélico con un grupo fosfato unido al anillo de benceno. Los grupos metilo del anillo
de nitrégeno hacen la sustancia mas lipofilica, lo que permite su paso a través de la barrera hemato-
encefalica, es decir, que es capaz de llegar al sistema nervioso central (Matsushima, Eguchi, et al.,

2009).

En el cuerpo, la psilocibina es rdpidamente defosforilada a psilocina (4-hidroxi-N, N-dimetiltriptamina),
el compuesto bioldgicamente activo. La psilocina es muy similar estructuralmente a la serotonina (5-
hidroxitriptamina: 5-HT, Figura 4), lo que la hace capaz de unirse a los receptores 5-HT, aunque con

diferentes afinidades(Passie et al., 2002a).
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Figura 4. Estructura quimica de 5-HT y psilocina. Puede notarse que comparten el esqueleto de la triptamina, y difieren en la
posicion en la que se encuentra el grupo hidroxilo (para 5-HT en la posicion 5 y para psilocina en la posicion 4) y ademds, la
psilocina, tiene dos grupos metilo unidos a la triptamina.



1.1.1.1.1.2 Farmaco-cinética de la psilocina

La psilocibina, después de una administracion intravenosa, cuenta con una biodistribucién similar para
todos los drganos, incluyendo el cerebro, en esta via la psilocibina se somete rdpidamente a
defosforilacion y desaparece rdpidamente del sistema circulatorio (en comparacién con la
administracién oral), los efectos inician después de 1 a 2 minutos, el pico es alcanzado a los 4-5 minutos
y duran alrededor de 20 minutos (Robin L Carhart-Harris et al., 2016; Passie et al., 2002b; TylS et al.,
2014).

El tiempo de vida media fisiolégico de la psilocina en el cuerpo humano varia entre dos y tres horas.
Dicha molécula se degrada por procesos de desaminacion y desmetilacién por enzimas hepaticas como
la aldehido deshidrogenasa y la monoamino oxidasa (MAQ), que también cataliza la oxidacién de los

neurotransmisores monoaminérgicos como la serotonina (Jerome, 2007).

Los efectos de la psilocina se pueden notar aproximadamente a partir de los primeros 20 - 30 minutos
después de la administracién oral, el pico es alcanzado alrededor de los 60 a 90 minutos, y tienen una
duracidn total, generalmente, de 4 a 6 horas, aunque esto pude diferir dependiendo de la dosis
ingerida, el metabolismo especifico y la quimica cerebral del individuo, ademas los niveles individuales
de MAO pueden también contribuir a las diferencias en el metabolismo de la psilocina (Hasler et al.,
1997; Passie et al., 2002b). Finalmente, el metabolismo de la psilocibina y sus productos continda, hasta
que los niveles plasmaticos son suficientemente bajos como para no generar ninglin efecto (Jerome,

2007).

Con respecto a la degradacidn, se ha propuesto que los grupos hidroxilo de la psilocina sufren procesos
de glucuronidacidn y se excretan por los rifiones; ademas como resultado de los procesos de
desaminacién y oxidacion, se han identificado metabolitos (Figura 5), tales como, 4-hidroxi-indol-3-
acetaldehido (4HIA), 4-hidroxi-indol-3-acido acético (4HIAA) y 4-hidroxitriptofol (4HT). Y por otro lado,
también se obtienen los derivados N-metilados: 1-metil-psilocibina y 1-metil-psilocina como resultado

de una reaccion de metilacion, (Hasler et al., 1997; Jerome, 2007).
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Figura 5. Metabolismo de la psilocibina. (Modificado de Passie et al., 2002).

1.1.1.1.1.3 Farmaco-dinamia de la psilocina

La psilocibina tiene una toxicidad extremadamente baja, la dosis letal 50 (LDso) en roedores es de
280mg/kg, sin embargo, la dosis efectiva 50 (DEso) esta alrededor de 0.1-0.2mg/kg de peso o 4-6ng/mL
de plasma haciendo muy improbables los efectos adversos a la salud asi como en la investigacidon
cientifica aprobada por los comités de Etica (Hasler et al., 1997; Passie et al., 2002a). A lo largo de toda
la historia de su uso, no ha habido un sélo caso documentado acerca de letalidad directamente
asociado con el uso de psilocibina o psilocina, tampoco de enfermedad o dafio de algun érgano. Por el
contrario, muchas investigaciones han atribuido efectos terapéuticos a concentraciones alrededor de
la DEso, sin embargo, los autores de éstos trabajos denotan que resta mucho por ser elucidado (Carter

et al., 2007; Moreno et al., 2006).



En adicidn, se han realizado estudios de imagenologia a personas bajo el efecto de psilocina mediante
tomografia por emisién de positrones (PET; con [F 15] desoxiglucosa) en los que se ha demostrado que
hay un aumento de la activacién en la mayoria de las dreas del cerebro, y donde destacan por activarse
en mayor proporcién, las cortezas prefrontal y temporal, asi como el tdlamo, a lo que se denomina

"hiperfrontalidad" (Hermle et al., 1998; F. Vollenweider et al., 1997).

1.1.2 Alucinégenos y activacién cortical

El estudio de los alucinégenos en la activacién cortical se ha centrado en la corteza prefrontal,
esencialmente porque esta zona tiene la mayor densidad de receptores 5-HT,a (Cornea-Hébert et al.,

1999).

1.2 Corteza Prefrontal

La corteza prefrontal (CPF) es la principal drea de asociacion cerebral, y constituye el nivel mas elevado
en la jerarquia cortical dedicada a la representacidn y ejecucion de acciones; en primates es la region
neocortical mas evolucionada. Estd involucrada en gran cantidad de procesos cognitivos, como: la
atencién ejecutiva, la memoria operativa o de trabajo, las funciones ejecutivas, la toma de decisiones

y la planificacién del comportamiento (Vazquez -Borsetti, 2008).

Ademas del control cognitivo, la CPF desempefia un papel crucial en gran nimero de funciones
cerebrales superiores, como el control de la conducta y el procesamiento de sefiales emocionales
(Fuster, 2008; M. Puig et al., 2004; Vazquez-Borsetti et al., 2011). Por lo que, se ha encontrado que en
pacientes con enfermedades psiquidtricas graves, como la esquizofrenia o la depresién la funcién de la

CPF y su metabolismo estan alterados (M. Puig et al., 2004).

Anatémicamente, la CPF es la parte mas rostral del I6bulo frontal, la cual, en primates, constituye casi
una tercera parte del neocortex y comprende las areas 8-13, 24, 32, 46 y 47 del mapa de Brodmann.
Sin embargo, en todas las especies de mamiferos las fronteras anatdmicas son imprecisas, pero, de
acuerdo al criterio conectivo-funcional, corresponde al drea que tiene una conectividad reciproca con

el nicleo medio-dorsal del talamo (Fuster, 2008; Groenewegen & Uylings, 2000).



En humanos la CPF puede dividirse en dos regiones principales: orbitomedial y dorsolateral. La region
orbitomedial estd implicada en el comportamiento emocional/motivacional, por otro lado, la
dorsolateral (la mds desarrollada en humanos) participa en la organizacién temporal del
comportamiento, el lenguaje y el razonamiento; ésta area también controla la integracion temporal y
la memoria de trabajo. Aunado a esto, existe una interconectividad entre estas dreas de la CPF, que su
vez envian y reciben proyecciones de todos los sistemas sensoriales corticales, sistemas motores y

muchas estructuras subcorticales (Fuster, 2008).

Por su parte, en la rata la CPF se subdivide en tres areas principales (Figura 6): lateral (areas insular
agranular dorsal y ventral), orbital (localizada ventralmente al cuerpo calloso) y medial. A su vez, la
corteza prefrontal medial (CPFm) se divide en tres zonas (de dorsal a ventral): cingulada anterior (Cgl),
prelimbica (PL) e infralimbica (IL). Aunque no estd clara la funcion de estas subdivisiones en la rata,
algunos estudios infieren del patrén de proyecciones de la zona PL e IL que la primera tendria mayor
participacién en las funcioneslimbico-cognitivas (homdlogas a la CPF dorsolateral de primates), y la
segunda (homdloga a la CPF orbitomedial de primates) controlaria actividades viscerales-auténomas

(Vertes, 2004).

(5] Medial
- Ventral
Lateral

Figura 6. Diagrama de la seccion coronal unilateral de la CPF de rata. Se resaltan en diferente color las
tres subdivisiones de la CPF (medial, ventral y lateral); AV y AIC corteza insular dorsal y ventral; AOM y
AOQV nucleo olfatorio anterior medial y ventral; ACG corteza cingulada anterior; MO, LO, VLO y VO
corteza orbital medial, lateral, ventrolateral y ventral; M1 drea motora primaria, Prc drea motora
secundaria, PL corteza prelimbica (modificado de Dalley et al., 2004).
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1.2.1

Citoarquitectura y composicion celular de la CPF

La caracterizacién de la CPF se ha realizado mediante la tincién de Nissl (Figura 7), a través de la cual

se ha descrito que tiene una estructura laminada y se ha identificado la citoarquitectura de éstas capas

(Nieuwenhuys & Voogd, 2008).

Comenzando en la superficie, las seis capas de la CPF en primates son las siguientes:

Capal.

Molecular o capa plexiforme: esta
ocupada por algunas neuronas dispersas,
y predominantemente células gliales,
ademas consiste principalmente en fibras
de las células localizadas en las capas mas
profundas de la corteza que transcurren,
en general, de forma paralela a la

superficie.

Capa ll. Granular externa: esta compuesta por

Capallll.

CapallV.

pequefios cuerpos celulares esféricos

densamente empaquetados Ilamados

células granulares. La mayor parte de los
somas pertenecen a neuronas piramidales
pequefias que dirigen sus dpices hacia la
superficie y que hacen conexidn con otras
areas corticales del mismo hemisferio.
Piramidal externa: es una capa gruesa
en la cual los

prevalecen somas

piramidales. Estos somas aumentan

progresivamente de tamafo

(principalmente de pequefios a medianos)

Tincion de Golgi

Tincion de Nissl

|.Capa molecular

1. Capa granular
externa

111. Capa
piramidal externa

IV. Capa
granular interna

V. Capa
piramidal interna

Figura 7. Las neuronas de la CPF, al igual que las demds
cortezas, estdn dispuestas en capas caracteristicas. El
aspecto de la corteza depende del tipo de tincion. La
tincion de Golgi pone de manifiesto cuerpos neuronales
y drboles dendriticos. EI método de Nissl muestra
cuerpos celulares y dendritas proximales (modificada de
Kandel et al., 2000

desde la superficie hacia la profundidad y establecen conexiones comisurales con el

hemisferio opuesto asi como con cortezas de asociacion dentro del mismo hemisferio,

siendo asi la principal fuente de eferentes corticales.

Granular interna: consiste en pequefios somas piramidales (destacan por su forma de

estrella), no piramidales y en su mayoria: granulares, en este caso son principalmente
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interneuronas de circuito local. En ratas, esta capa es inexistente y las células que la

componen se encuentran dispersas en el limite entre las capas lll y V. A esta capa arriban
las sefales sensoriales y desde ésta se propagan hacia las capas mas superficiales y hacia
las profundas.

Capa V. Piramidal interna: consiste principalmente en somas piramidales de tamafo intermedio y
grande, con una disposicidn laxa. Es la principal fuente de eferentes hacia gran nimero de
zonas subcorticales. Tiene fibras mas largas que la capa VI y alcanza los ganglios basales,
tronco encefalico y llega hasta la médula espinal.

Capa Vl. Multiforme: es bastante heterogénea en cuanto a composicion celular, los somas son
fusiformes con un empaquetamiento relativamente apretado. Se difumina dentro de la
sustancia blanca que forma el limite inferior de la corteza y también es una capa de salida

de la corteza. La mayoria de sus proyecciones son al tdlamo (Fuster, 2008; Santana et al.,

2004; Tresguerres et al., 2010).

Ademas, de acuerdo a su profundidad, las capas comparten funcionalidad en cuanto a proyecciones.
De tal forma que, las capas |, Il y lll son las que se encargan de mantener las funciones intracorticales
de asociacidn, en particular, las capas | y Il son las que reciben aferencias difusas e inespecificas de los
centros cerebrales inferiores, mientras que las capas Il y Il proyectan a otras areas de asociacion
cortical de regiones cercanas y, en otros casos, se cruzan al hemisferio opuesto a través del cuerpo
calloso. Finalmente las capas V y VI, en general, envian fibras a regiones inferiores del sistema nervioso

(Tresguerres et al., 2010).

1.2.2 Organizacién columnar de la CPF

La corteza ademds de estar organizada en capas, también lo estd por columnas y es cada una de estas
la unidad cortical de operacion (DeFelipe et al., 2002). A su vez, las columnas estan formadas por
microcircuitos, como unidades funcionales, que consisten en un conjunto de conexiones muy
selectivas entre las interneuronas GABAérgicas (que representan el 15-20% de la poblacién neuronal)
y proporcionan un control local inhibitorio y las neuronas piramidales glutamatérgicas, quienes son la
poblacion mayoritaria (~75-80%) y estan constituidas por un soma de aproximadamente 25-50 um de
didmetro, un conjunto de dendritas basales distribuidas cerca del soma y una dendrita apical que

proyecta hacia las capas superficiales. Ademas, se ha sugerido que existe un circuito basico que se



adapta a cada neurona piramidal dependiendo de sus conexiones de entrada y de salida (Andrade,

2011; Nieuwenhuys & Voogd, 2008).

1.2.3 Aferencias y eferencias de la CPF

A nivel subcortical, la CPF, debido a que la mayoria de la conectividad es reciproca, recibe aferenciasy
proyecta preferentemente al tdlamo, los nudcleos monoaminérgicos del mesencéfalo (nucleos del rafé,
Locus coeruleus, drea tegmental ventral), el hipotalamo lateral, los ganglios basales (caudado-putamen,
nucleo accumbens y partes estriatales del tubérculo olfatorio) y en el sistema limbico a regiones como
la amigdala e hipocampo (Forbes, 2010). Por otra parte, existen aferencias que no cumplen
reciprocidad, por ejemplo, los ganglios basales (nicleo accumbens) y la habénula lateral (Fuster, 2008;

Gabbott et al., 2005; Groenewegen & Uylings, 2000; Vertes, 2004).

1.3 Neurotransmision y neuromodulacién

Los procesos de neurotransmisiéon y neuromodulacién son esenciales en el funcionamiento del SNC,
por lo que es preciso explicarlos de forma general, para, de forma posterior abordar algunos de los que

respectan a la CPF.

La neurotransmision es el proceso de comunicacién neuronal, la cual puede ser de dos tipos: eléctrico,
que es mediado por el flujo de iones entre dos neuronas o quimico, el cual se da a través de la liberacion
de moléculas neuroactivas al espacio sinaptico. La propagacion de estas sefiales quimicas o eléctricas
producen un cambio en el potencial de membrana, o que puede provocar una sefial, ya sea excitatoria

o inhibitoria (Sdmano et al., 2012; Von Bohlen & Dermietzel, 2006).

Por lo tanto, un neurotransmisor es una molécula que se produce en las neuronas, se libera al espacio
sindptico y que tiene un receptor de tipo ionotrdpico, entre otras caracteristicas (Katz & Edwards, 1999;
Purves et al., 2001). Entre los principales neurotransmisores que existen se encuentran: serotonina,

glutamato, GABA, acetilcolina, glicina y ATP (Von Bohlen & Dermietzel, 2006).

En contraste, la neuromodulacién es todo proceso que genera una alteracion en las propiedades de

una neurona, causada por la previa liberacidon de una sustancia por parte de otra neurona (Katz &



Edwards, 1999; Nadim & Bucher, 2014), por ejemplo, al modificar la actividad neuronal a través de la

liberacion o estimulo especifico.

En adicion, un neuromodulador es una molécula liberada por las terminales nerviosas que puede actuar
tanto presindpticamente, al modular la sintesis y/o liberacion de un neurotransmisor, o de manera
postsindptica, al modificar la unién del ligando a su receptor; también puede influir en los mecanismos
de transduccion del receptor involucrado, o bien pueden actuar a través de receptores propios, con
afinidad y caracteristicas equivalentes a las de los neurotransmisores clasicos (Nadim & Bucher, 2014).
En resumen, los procesos de neuromodulacidon, como su nombre lo dice, ayudan a mantener la
homeostasis, o el estado de activacidn/inhibicion del sistema nervioso central (SNC), que a su vez regula

a todo el organismo.

Finalmente, se sabe que la alteracion neuroquimica del SNC, es decir, en los sistemas de
neurotransmisién o de neuromodulacidn, es parte de la etiologia de diversos trastornos psiquiaticos,
tales como: esquizofrenia, depresién, ansiedad, trastorno obsesivo compulsivo (TOC), entre otros

(Fernandez & Velazquez, 2008; Kandel et al., 2000; Purves et al., 2001; Siegel et al., 2006).

1.3.1 Receptores y neurotransmisores en las neuronas de la CPF

1.3.1.1 Glutamato

El glutamato se encuentra en el cerebro en una concentracion de 10-15 pmol / 1 g de tejido fresco; es
el neurotransmisor excitador por excelencia del SNC siendo utilizado en por lo menos el 90% de las
neuronasy juega un papel esencial en el desarrollo y los procesos de plasticidad neuronal, asi como en
la cognicidn (S. G. Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004; Siegel et al., 2006; Yu et al., 2015). Se trata de un
amino acido no esencial incapaz de cruzar la barrera hemato-encefilica, por lo que debe ser sintetizado
en las neuronas a partir de glucosa a través del ciclo de los acidos tricarboxilicos siendo a-cetoglutarato
el intermediario precursor, depués la glutamina que es liberada por células gliales es transportada al
medio extracelular para poder ser captada por las neuronas y convertirla en glutamato por medio de

la glutaminasa (ciclo de la glutamina; Siegel et al., 2006).



El glutamato sintetizado es ingresado a vesiculas por medio de transportadores VGLUT donde es
almacenado hasta su liberacién a la hendidura sindptica mediante un proceso calcio-dependiente,

como resultado de una despolarizacién (Purves et al., 2001; Siegel et al., 2006).

Se conocen dos familias de receptores a glutamato (Figura 8). Los metabotrépicos (mGlu), del tipo 7TM,
acoplados a proteinas G, se agrupan en tres familias (I, Il y Ill) y ocho subtipos. Por otro lado, la familia
de receptores ionotrdpicos, de los cuales existen tres subtipos, son nombrados de acuerdo al ligando
exogeno que los activa, siendo N-metil D-aspartato (NMDA), acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-

isoxazolpropidnico (AMPA), y Kainato (Purves et al., 2001; Siegel et al., 2006).

Receptores de Glutamato

iGluR mGIluR

; AMPA | l ‘
NMDA KAINATO  GRUPOI GRUPOII GRUPO III

(PLCY) (Adenilil ciclasa })

| | |

NRI NR2 NR3 GluRl-4 GIuR5-7 mGlul mGlu2 mGlu4
(ah) (A-D) KA KA2 mGlus mGlu3 mGlu6
mGlu7
mGlu8

Figura 8. Esquema de la clasificacion de los receptores de glutamato. Se dividen en dos grupos: ionotrdpicos y metabotropicos.
Modificado de Watkins & Jane, 2006.

1.3.1.1.1 Receptor de glutamato tipo NMDA

El receptor NMDA, tiene un papel importante en los procesos de transmision sinaptica excitatoria,
plasticidad y excitotoxicidad en el SNC (Cull-Candy et al., 2001).

Este receptor es una proteina integral de membrana tetramérica, que puede formarse por diferentes
combinaciones de las subunidades GIuN1, GIuN2 y GIuN3, siendo necesarias dos GIuN1 y por lo menos
una GIuN2 para formar un receptor funcional, es decir pueden ser, diheteroméricos o triheteroméricos

(Groc et al., 2006; Kohr, 2006; Paoletti, 2011; 2013).
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Todas las subunidades del receptor NMDA, son estructuras modulares que estan formadas por
dominios semi-auténomos, entre los que se encuentran, dos dominios extracelulares de los cuales uno
es el amino-terminal y el otro es el que forma el sitio de unién al ligando (S1 y S4), el dominio
transmembrana (TM1, 3 y 4), un asa membranal (TM2) y por ultimo, el dominio intracelular carboxilo-
terminal, el cual, estd unido a las proteinas de anclaje de los sistemas mensajeros (Traynelis et al., 2010;

Gleichman et al., 2012).

Ca“o °Na+ Mg**

Glicina
(D-Serina)

X X X XX

Figura 9. Receptor NMDA que muestra sus principales sitios de union para agonistas y moduladores alostéricos. La
despolarizacion previa, permite el desprendimiento de Mg** de su sitio de unidn, lo que da paso a la entrada de iones Ca** Na*
y salida de K* través del canal. Los diferentes sitios a moduladores alostéricos estdn representados en el lado extracelular. La
conformacion del receptor por diferentes subunidades se indica del lado intracelular. Modificada de Von Bohlen & Dermietzel,
2006

Los receptores tipo NMDA funcionales tienen caracteristicas generales. Dentro de estas destacan las
siguientes: requieren la presencia de dos agonistas, glutamato y glicina o D-serina; son dependientes
de voltaje, siendo Mg** el idbn que regula este proceso, ya que durante el potencial de membrana en
reposo (-80mV), éste se situa al centro del canal, evitando el paso de iones, pero tras haber una
despolarizacion (-40mV) éste ion se “desprende” permitiendo la activacién del canal y por lo tanto el

intercambio idnico. También es un canal con alta permeabilidad a iones Ca*™ con respecto a los
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receptores AMPA y kainato; aunado a esto, el receptor tiene una cinética de activacién y desactivacion
relativamente lenta, en comparacién con los receptores AMPA y kainato, debido a las propiedades
particulares que le confieren las distintas subunidades GIuN2 que lo conforman. Finalmente, su
actividad esta sujeta a multiples modulaciones por compuestos, generalmente, pequefios, como iones
H*y Zn**, que actuan de forma alostérica, regulando su activacion (Cull-Candy et al., 2001; Cull-Candy

& Leszkiewicz, 2004; Dingledine et al., 1999; Paoletti, 2011; 2013; Paoletti & Neyton, 2007).

1.3.1.1.1.1 Subunidad GluN1

Como se menciond previamente, éste receptor requiere un co-agonista para su completa activacion,
entre las moléculas que ejercen esta funcidn se han identificado, hasta el momento, glicina y D-serina,
encontrandose en la subunidad GIuN1 el sitio de unidn en el que estos aminoacidos pueden acoplarse,
ademas de que existen 8 isoformas de ésta subunidad (de GIuN1-1a a GluN1-4ay de GIuN1-1b a GIuN1-
4b; Gleichman et al., 2012; Pifia-Crespo et al., 2010).

1.3.1.1.1.2 Subunidad GIuN2

Con respecto a la subunidad GIuN2, existen 4 isoformas (de GIuN2A a GIuN2D), las cuales brindan al
receptor el sitio de unidn a glutamato o NMDA, asi como las principales propiedades farmacoldgicas y
biofisicas (Cull-Candy & Leszkiewicz, 2004). Los diheterdmeros de los receptores tipo NMDA mas
abundantes en las neuronas piramidales de la capa V son los formados por las subunidades
GIuN1/GIuN2A y GIuN1/GIuN2B (Kumar & Huguenard, 2003). Ademas, la misma neurona puede
expresar receptores NMDA con diferentes isoformas y subunidades. La composicién de subunidades

puede variar de acuerdo a la diferente localizacion subcelular (Kéhr, 2006; Paoletti, 2011).

El tipo de subunidades GIuN2 que forman el receptor se traducen en cambios en la insercion,
internalizacion y/o difusion lateral, siendo los mas estables los que contienen la subunidad GIuUN2A
(Groc et al., 2006; Kohr, 2006). Los receptores que contienen la subunidad GIuN2A se desensibilizan
mas rapido en comparacién con los que estan formados por la subunidad GIuN2B, a diferencia de los
que contienen las subunidades Glu2C y Glu2D que experimentan poca o casi nula desensibilizacidn

(Cull-Candy et al., 2001; Szczurowska & Mares, 2013; Traynelis et al., 2010).



En adicién, ha sido ampliamente descrito que sélo las vesiculas que contienen a los receptores
formados por la subunidad GIUN2B son transportadas a la superficie celular exclusivamente por la

proteina motora KIF17 (Ally et al., 2008; Yin et al., 2011).

1.3.1.1.1.3 Subunidad GIuN3

La ultima subunidad por mencionar es la GIuN3, de la que existen 2 isoformas (GIUN3A y GIuN3B), las
cuales también poseen sitio de unidn a glicina y/o D-serina, por lo tanto, un receptor formado
exclusivamente por subunidades GIuN1/GIuN3, seria un receptor de glicina y/o D-serina (Pifia-Crespo

et al., 2010).

1.3.1.1.2 Serotonina

Por otra parte, otro neurotransmisor que es de interés para el presente trabajo es la 5-HT, el cual es
uno de los neurotransmisores mas conservados filogenéticamente (Green, 2009) y esta relacionado
con funciones como: el ciclo suefio-vigilia, procesos de memoria y aprendizaje, asi como la regulacidn
del dolor y temperatura corporal, de actividades motora, sexual y neuroenddcrina, entre otras (Celada

et al., 2001; Muller & Jacobs, 2009; Siegel et al., 2006).

Debido a las funciones en la que esta implicada, se han encontrado alteraciones serotoninérgicas en
enfermedades psiquiatricas como depresidn, esquizofrenia, ansiedad, trastorno obsesivo compulsivo

(TOC), migrafia y trastornos alimenticios como anorexia, bulimia y obesidad (Coccaro et al., 1990).

De la concentracidn total de 5-HT en el cuerpo, la mayor parte de esta ejerce su accion de forma
periféricay en el SNC sélo se encuentra del 1-2% (Fuster, 2008).

Ya que que no puede atravesar la barrera hemato-encefalica, ésta indolamina debe ser sintetizada en
las neuronas del SNC a partir del precursor triptéfano, un aminodcido esencial, por las enzimas
triptéfano hidroxilasa y la descarboxilasa de aminoacidos aromaticos (Figura 10). La 5-HT es
almacenada en vesiculas, a las que es ingresada mediante un transportador vesicular de monoaminas
en las neuronas serotoninérgicas. Una vez en el interior de la vesicula, permanece unida a una proteina
especifica denominada en inglés serotonin binding protein o SBP (Barnes & Neumaier, 2011; Jacobs &

Azmitia, 1992).



Posteriormente, la 5-HT y otras sustancias contenidas en las vesiculas se liberan al espacio sinaptico
mediante un proceso de exocitosis, tras la llegada de un impulso eléctrico a la neurona serotoninérgica
(Barnes & Sharp, 1999a). Después de su liberacién, la 5-HT puede ser recapturada por transportadores
especificos (SERT, por sus siglas en inglés) o degradada por la MAO (principalmente la isoforma A) y la
aldehido deshidrogenasa (Barnes & Neumaier, 2011; Green, 2009), dando como metabolito final el
acido 5-hidroxi-inddlico (5-HIIA) que es eliminado via renal (Figura 10) y su cuantificacion se considera

el principal marcador de la concentracion de 5-HT en el cuerpo (Von Bohlen & Dermietzel, 2006).
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Figura 10. Biosintesis y degradacion de la 5-HT a partir de triptéfano. Modificado de Trimble 2002.

Las neuronas serotoninérgicas fueron descritas por primera vez por Dahlstrém y Fuxe (1964), quienes
las identificaron agrupadas en los nucleos del rafé, que son nueve nucleos de B1 a B9: pallidus (B1,
RPa), obscurus (B2, ROb), magnus (B3,RMg), gris central de la médula oblongata (B4), pontis medial
(B5, PoM), pontis dorsal (B6, PoD), rafé dorsal (B7, RD), rafé medial (B8, RM), y lemniscus medial (B9),

ubicados en el tronco del encéfalo, cerca de la linea media (Térk, 1990). Siendo el mas importante el
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RD en cuanto a numero de células. Los nucleos 5 al 9 (con respecto a su numeracidn) proyectan vias
ascendentes dentro del encéfalo y los nucleos 1 a 4 lo hacen de manera descendente hacia la médula
espinal. El RD y RM, pese a ser un nimero reducido de neuronas, son los que inervan en mayor medida
casi la totalidad del cerebro, destacando areas como la corteza Cgl, IL y orbital (Celada et al., 2001;

Gabbott et al., 2005; Vazquez-Borsetti et al., 2009, 2011).

Como se menciond previamente, existe una conectividad estructural, funcional y reciproca de los
nucleos del rafé con la CPF, y es asi como la 5-HT llega a ésta area por el proceso de liberacion por
volumen desde las proyecciones de las neuronas serotoninérgicas (Celada et al., 2001; M. Puig et al.,

2004; Von Bohlen & Dermietzel, 2006).

1.3.1.1.2.1 Receptores serotoninérgicos

Existen 15 subtipos de receptores a 5-HT (Figura 11) que estan clasificados en siete familias (Barnes &
Sharp, 1999a; Hoyer et al., 1994; David E Nichols & Nichols, 2008). Con excepcion del 5-HT3, el cual es
un canal idnico, los receptores a 5-HT estan acoplados a proteinas G, formados por siete dominios
transmembranales, teniendo el extremo amino terminal al exterior de la membrana y el dominio
carboxilo-terminal al interior de ésta. La activacidn de estos receptores desencadena diversas vias de
sefializacion en funcion del tipo de proteina G al que se encuentran acoplados (M. V. Puig & Gulledge,

2011).



Figura 11. Clasificacion de los receptores serotoninérgicos

Familias Subtipos Acople a Mecanismo Efecto
proteina G principal
5-HT; 5-HT1a, PGio Disminuye los niveles celulares Inhibidor
5HT1g, 5-HT1p, de AMPc

5-HT1g, 5-HT ¢

5-HT, 5-HT2a, PGg/11 Incrementa los niveles Excitador
5-HTs, celulares de IP3 y DAG
5-HTyc

5-HT, PG; Incrementa los niveles Excitador

intracelulares de AMPc

5-HTs 5-HTsp, PG Disminuye los niveles Inhibidor
5-HTsg celulares de AMPc
5-HTs PG Incrementa los niveles Excitador

intracelulares de AMPc.
5-HT; PG; Incrementa los niveles Excitador

intracelulares de AMPc.

5-HT; lonotrépico de Despolarizacion de la Excitador
canales de Na* Ca*™'y membrana.
K+

Tabla de los receptores serotoninérgicos agrupados por familia, donde se muestra la principal proteina G a la que estos se
acoplan asi como el principal via de sefializacién que desencadenan (Muller & Jacobs, 2009).

1.3.1.1.2.2 Receptores serotoninérgicos en CPF

Como ya se describié previamente, en la CPF existe una organizacién columnar formada por
microcircuitos basicos, en el que las neuronas piramidales contienen distintos segmentos, muy
especializados, que son funcionalmente controlados por distintas interneuronas GABAérgicas (Jakab &

Goldman-Rakic, 1998).


https://es.wikipedia.org/wiki/Adenosin_monofosfato_c%C3%ADclico
https://es.wikipedia.org/wiki/Adenosin_monofosfato_c%C3%ADclico

Las neuronas piramidales de la CPFm expresan receptores 5-HTia y 5-HT2a (Figura 12), que son
somatodendriticos y ademas tienen una distribucién polarizada, es decir, los receptores 5-HT2A tienen
una localizacidn preferente hacia la dendrita apical y a lo largo de ésta (DeFelipe et al., 2001; Jakab &
Goldman-Rakic, 1998). Por otra parte, los receptores 5-HT1a, estdn mas extendidos hacia las dendritas
basales y el cono axonal, una regién esencialmente importante para el control de la excitabilidad
piramidal (Aghajanian & Marek, 1999; Jacobs & Azmitia, 1992; Riad et al., 2000). En adicién, ambos
receptores también se han descrito en las neuronas GABAérgicas (David E Nichols & Nichols, 2008; M.

V. Puig & Gulledge, 2011; Roth et al., 1997; Santana et al., 2004).

Con respecto a la poblacién de interneuronas, cabe mencionar que expresan el receptor 5-HTs en
mayor proporcién en las capas | a lll, asi como receptores 5-HTia 0 5-HT2a, sin embargo, una neurona
solo puede expresar uno de los ultimos dos mencionados (M. Puig et al., 2004; M. V. Puig & Gulledge,

2011).

En cuanto a la poblacion celular mayoritaria, que corresponde a las neuronas piramidales, la expresion
del receptor 5-HT1a predomina en las capas Vy VI, y el receptor 5-HT2A/C en las capas lll y V, entonces,
dentro de la capa V, los receptores serotoninérgicos se expresan en alrededor del 60% de células
piramidales y, en el 80% estan co-localizados (Amargds-Bosch et al., 2004). Por lo que su activacidn
induce respuestas tanto inhibitorias como excitatorias mediante sus correspondientes mecanismos de

accién (Celada et al., 2001; M. V. Puig & Gulledge, 2011; Santana et al., 2004).
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Figura 12. Representacion esquemdtica de la modulacion serotoninérgica de la CPF. Las neuronas piramidales de la CPF
proyectan densamente a los nucleos del rafé, por lo que modulan la actividad de las neuronas serotoninérgicas tanto directa
como indirectamente. En cambio, la 5-HT endégena modula la actividad de las células piramidales, a través de la activacion
de multiples receptores serotoninérgicos expresados en la neocorteza, entre los que destacan los 5-HT1A y 5-HT2A por ser los
que desempeiian el papel principal. Destaca la localizacion preferencial de los receptores 5-HT2A hacia la dendrita apical y la
de los receptores 5-HT1A hacia el cono axonal (modificado de Celada et al., 2013).

1.3.1.1.2.2.1 Receptor 5-HTia

Por su parte, el receptor 5-HT:a estd acoplado a una proteina de tipo Gi, es decir, inhibe a la enzima
adenilato ciclasa, con lo que, disminuye la concentracién intracelular de AMP ciclico (AMPc), esto
provoca una respuesta hiperpolarizante en la membrana al abrir canales de potasio rectificadores (Kir
3.x) También estd implicado en otros mecanismos moleculares como: la regulacién de la actividad de
fosfolipasa C, la inhibicion de la acumulacién de CaM kinasa I, la disminucion de las conductancias de
Ca*™, la activacidn de kinasas de proteinas activadas por mitdgenos (MAP) y las Src kinasas(Figura 13),
entre otros (Raymond et al., 2001). Esta capacidad del receptor de regular vias alternas, se debe a sus

propiedades de selectividad funcional (Chilmonczyk et al., 2015).
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Aunado a lo anterior, el receptor 5-HTia tiene funcién tanto de autorreceptor presinaptico como de
receptor post-sindptico (Barnes & Sharp, 1999a). Ademas la afinidad del receptor por 5-HT es la mas
alta de todos los receptores serotoninérgicos, estd en el orden de picomolar (Barnes & Sharp, 1999a).

En contraste, tiene menor afinidad por los alucindgenos (McKenna et al., 1990; David E. Nichols, 2004).

Asimismo, existe una regulacién del receptor en cuanto a expresidon y relacién entre
auto/heterorreceptores, asi como en las vias de sefializacion alternas que se activan. Esta regulacién
se modifica por la administracién de farmacos agonistas o antagonistas (totales o parciales). Por
ejemplo, la activacién sostenida de estos receptores puede dar paso a procesos de desensibilizacién e
internalizacién, con propiedades particulares que corresponden al tipo de receptor (auto- o
heterorreceptor) y, en consecuencia, la modificacién en la expresién de la contraparte afectada por

desensibilizaciéon o internalizacion (Albert et al., 1996; Chilmonczyk et al., 2015).

La regulacién previamente mencionada, es necesaria en funcion de que los receptores 5-HTia estan
implicados en trastornos de ansiedad, el comportamiento adictivo, déficits cognitivos y afectivos como

depresion (Azmitia et al., 1996; Kaufman et al., 2016; Yukihiro, 2011).
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Figura 13. Vias de sefializacion del receptor 5-HT1a. El receptor 5-HT14 estd negativamente acoplado a la via de sefializacion
AC/PKA/AMPc a través de las proteinas Gi. Su activacién disminuye la liberacion de neurotransmisores en las neuronas
mediante cambios en las conductancias de K* (incremento) y Ca** (disminucion). La estimulacion del receptor 5-HT14 también
regula la fosforilacion de la ERK. (Flechas rojas: estimulacion; flechas azules: inhibicion). Modificado de Masson et al., 2012.

1.3.1.1.2.2.2 Receptor 5-HT2a/c

Los receptores 5-HTaa (Figura 14) y 5-HT,c (Figura 15) al ser de la misma familia, comparten muchas
caracteristicas, ademds debido a que también coinciden en cuanto a localizacidn, resulta complicado
aislar sus efectos, motivo por el que es valido referirse a ellos como 5-HT:a/c (Rojas-Corrales et al.,

2007).

25



El receptor 5-HTa/c esta acoplado a una proteina del tipo Gg/11, cuyo principal mecanismo de accion
es activar a la fosfolipasa C (PLC tipo B) resultando en una elevacién de inositol-1, 4, 5-trifosfato (IP3) y
en consecuencia, el aumento de la concentracidon de calcio intracelular. Ademas, estos efectos pueden
resultar en la activacién de canales de calcio tipo L y la estimulacion de la proteina kinasa tipo C (PKC),
generando despolarizacién de la membrana (Anji et al., 2001). Sin embargo, este receptor también esta
implicado en la regulacion de diversas cascadas de sefializacidén, como la activacidon de otras fosfolipasas
como la A, y D, generando segundos mensajeros como diacilglicerol (DAG) y acido araquiddnico (AA),
entre otros, asi como inducir la fosforilacion de la kinasa regulada se manera extracelular (ERK) a través

de un proceso mediado por B-arrestinas (Raymond et al., 2001).

Aunado a lo anterior, este receptor, es altamente controlado mediante procesos de internalizacién y
regulacién negativa por mecanismos complejos activados tanto por agonistas como antagonistas (Anji

et al., 2001; Eison & Mullins, 1995; Gray & Roth, 2001; Raymond et al., 2001; Roth et al., 1997).

En adicion, este receptor tiene una afinidad relativamente baja por la 5-HT, que se encuentra en el
orden de nanomolar, en comparacion con el receptor 5-HT1a (Barnes & Sharp, 1999a). En contraste,
todos los alucinégenos tienen gran afinidad, en el orden de nanomolar, por este receptor, por lo que
es el principal receptor implicado en el mecanismo de accion de éstas moléculas (Buckholtz et al.,
1988a; McKenna et al., 1990; David E. Nichols, 2004, 2016). A su vez, se han encontrado alteraciones
de este receptor en trastornos como depresion, esquizofrenia, TOC y ansiedad (Chagraoui et al., 2016;

Wirth et al., 2017).
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Figura 14. Vias de sefializacién del receptor 5-HT2A. El acople al receptor 5-HT2A por la via PLC/DAG/AC/PKC produce inhibicion
en las conductancias de Ca** y Na*. El acople a PLA2 provoca la liberacion de dcido araquiddnico. Diversas vias de kinasas estdn
implicadas en la modulacion de la morfologia neuronal y plasticidad a través de la interaccion directa en el dominio C-terminal
y las proteinas de interaccion. La activacion de la via de las B-arrestinas genera la respuesta head-twitch en roedores. (Flechas
rojas: estimulacion; flechas azules: inhibicién). Tomado de Masson et al., 2012.

Por ultimo, cabe mencionar que el receptor 5-HT,c difiere del 5-HT,a por tener un mayor grado de
actividad constitutiva (Berg et al., 2005) y por ser mas sensible a la desensibilizacidon en funcidon de la
relacidon porcentaje de ocupacidn-desensibilizacién (Berg et al., 2001), ademas de algunas diferencias
en cuanto a condiciones de regulacidn para otras cascadas de sefalizacién; por ejemplo, para el

receptor 5-HT,c destaca la activacién de la via de PLA; (Raymond et al., 2001).
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Figura 15. Vias de sefializacion para el receptor 5-HT,c. El receptor 5-HT,c estd acoplado a PLC en neuronas y su activacion da
paso a la acumulacion de IPs. Esto inhibe la conductancia de K*. Incluso puede estar acoplado a PLD en células transfectadas.
(Flechas rojas: estimulacion; flechas azules: inhibicion). Modificado de Masson et al., 2012

1.3.1.1.2.3 Modulacion serotoninérgica de la CPF

La 5-HT ejerce efectos complejos sobre la actividad de las neuronas piramidales de la CPF (jError! No
e encuentra el origen de la referencia.), con un dominante papel inhibitorio, el mecanismo por el cual
predomina este efecto fue descrito por Yuen (2008; 2005) denotando con sus trabajos que los
receptores 5-HT1a modulan la corriente del receptor NMDA a través de la reduccién de la actividad de
la ERK1/2, que produce un decremento en la fosforilacion de las proteinas asociadas a los microtubulos
(MAP2) provocando una interferencia con las proteinas motoras mediadoras del trafico vesicular al

desestabilizar los microtibulos en las dendritas, mediante la interaccién con la proteina motora KIF17.
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Lo anterior, entonces, genera una reduccién en el nimero funcional de receptores NMDA formados

por las subunidades GIuN1 y GIuN2B que se expresan en la superficie celular (Yuen et al., 2008; 2005).

En contraparte, la activacidon del receptor 5-HT2A induce la fosforilacién de la ERK a través de un
mecanismo dependiente de B-arrestinas/Src/dinamina, el cudl recluta y activa componentes de la
cascada de las MAP kinasas, propiciando asi la activacidon de la ERK, teniendo como resultado final la
re-estabilizacién del transporte mediado por los microtubulos, es decir, la contraposicidn al efecto de

la activacion del receptor 5-HT 14 (Figura 16, Yuen & Yan, 2007).
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Figura 16. . Esquema que representa la modulacion de la Invipa causada por 5-HT. La activacion del receptor 5-HT1a produce
una disminucion de la Invpa, como resultado de la disminucion de la actividad de la kinasa regulada por sefial extracelular
(ERK). Esto da paso a una desestabilizacion de los microtubulos (MT) que provocan una alteracion del transporte vesicular
de los receptores tipo NMDA formados por la subunidad GIuN2B. La activacion del receptor 5-HT,4 se puede contraponer
a este efecto, al aumentar la actividad de ERK, a través de la via de las B-arrestinas. Modificado de Yuen & Yan 2007.
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Finalmente, la 5-HT inhibe la actividad piramidal a través de la activacion de interneuronas GABAérgicas

qgue expresan receptores 5-HT,a y 5-HTs (Martin-Ruiz et al., 2001).

En resumen, la 5-HT, a través de sus receptores, regula el grado de excitabilidad en la CPF,
principalmente, por su accién sobre el receptor NMDA de las neuronas glutamatérgicas (Figura 12,

Andrade, 2011).

1.3.2 Selectividad funcional

Por lo que se refiere a la selectividad funcional este es un proceso que se define como la capacidad de
un receptor para modular las cascadas de transduccion intracelular, dependiendo de su actividad
intrinseca, es decir, su estado de activacion (Berg et al., 2005), asi como del efecto pleiotrépico
(fendmeno por el que un solo gen es responsable de efectos fenotipicos o caracteres distintos y no
relacionados; He & Zhang, 2006; Raote et al., 2013), ademas de la afinidad por el ligando (Kobilka, 2007;
Wacker et al., 2013).

En adicidon, ahora se sabe que un receptor puede desencadenar efectos de forma “espontanea”, es
decir, sin la presencia de un agonista, este proceso es un evento probabilistico que esta en funcién del
estado de activacion del receptor, el cual puede modificarse mediante procesos de isomerizacidn en
concordancia con la naturaleza proteica del receptor que se encuentra embebido en una membrana
dindmica, y se define como actividad constitutiva (Berg et al., 2005; Christopoulos & Kenakin, 2002;

Kenakin, 2014; Kobilka, 2007; M. Teitler et al., 2002).

Con base en estas premisas, se han desarrollado modelos matematicos como aproximaciones simples
del comportamiento de los receptores conocidos como modelos de “multi-estados”. De los cuales, el
modelo mas sencillo es también denominado como “modelo de dos-estados”, mismo que refiere que
la poblacidn de receptores esta compuesta por los receptores en equilibrio entre dos conformaciones,

el estado activo y el inactivo (Berg et al., 2005; Christopoulos & Kenakin, 2002; Hall, 2000).

Las propiedades de selectividad funcional corresponden, principalmente, a los receptores acoplados a

proteinas G, como los mencionados receptores serotoninérgicos, 5-HT1a, 5-HT2a, 5-HT2c, y €s asi como



un ligando desencadena efectos heterogéneos a través del mismo receptor, ya sea desensibilizacion,

regulacién hacia abajo, internalizacion, reciclaje, etc. (Raote et al., 2013; Milt Teitler et al., 2002)

De forma adicional, la via de senalizacion que se desencadena depende del estado de actividad
intrinseca del receptor (Berg et al., 2005; Urban et al., 2007). Ademas, este puede tener multiples
variantes funcionales (Masson et al., 2012 reporta 24 isoformas del receptor 5-HT2C) que se expresan
mediante el proceso de edicién de ARNm, el cual, es regulado por la misma 5-HT. La edicion del ARNm
tiene, por lo tanto, una implicacién importante en los procesos de transduccién serotoninérgica

(Bockaert et al., 2006).

Por ejemplo, la edicién del receptor 5-HT,c, que se da, principalmente, por la desaminacion de los
residuos de adenosina (Werry et al., 2008), tiene como resultado la disminucién en la potencia del
efecto agonista y/o la eficacia de la activacion de la sefializacién mediada por proteinas G, asi como la
liberacién de neurotransmisores mediada por éste receptor (Behm & Ohman, 2016; Masson et al.,

2012).

Aunado a lo anterior, el grado de edicion es proporcional a la actividad constitutiva con que cuenta
(completamente editado equivale a poca o nula actividad constitutiva) y esta directamente
correlacionada con la habilidad de las variantes para asociarse con las B-arrestinas. Un receptor no
editado tiene gran actividad constitutiva y se une a las B-arrestinas de forma independiente a la unidn
al agonista (de forma espontanea), proceso que resulta en la internalizacion constitutiva del receptor
y su predominancia de forma intracelular. Mientras que los receptores completamente editados se
encuentran en gran medida anclados a la membrana. En correspondencia, los receptores con edicidn
intermedia se encuentran de ambas formas (Behm & Ohman, 2016; Masson et al., 2012; Werry et al.,

2008).

El mecanismo de unidn a las B-arrestinas como proteinas de anclaje, es dependiente de la fosforilacion
del receptor por receptores acoplados a proteinas G kinasas (GRKs), y es el proceso que promueve su

internalizacién (Bockaert et al., 2006; Gray & Roth, 2001).

En suma, la actividad de los receptores metabotrdpicos, depende, principalmente, de su localizacidn,

conformacion alostérica, actividad intrinseca, nivel de fosforilacién y grado de edicién.



1.4 Mecanismo de accion de los alucinégenos

Durante los ultimos afios se han propuesto teorias “globales” con respecto al mecanismo de accién de
los alucinégenos, donde se considera al cerebro como un sistema complejo y con alto dinamismo que
a su vez estd formado por varias unidades interconectadas entre si. Por ende, cuenta con las
propiedades emergentes que corresponden a este tipo de sistemas, entre algunas que se pueden
mencionar esta la auto-organizacién, cuenta con un grado de entropia, es perturbable, posee estados
transitorios de estabilidad y es propenso a respuestas en “cascada” que se propagan por todo el
sistema. Por lo que, el efecto de los alucinégenos, corresponde a una perturbacion del sistema que
inicia en un punto y cuya respuesta dard paso a cascadas que transcurriran hacia todo el sistema, dando
paso a un aumento del nivel de entropia de éste (Robin Lester Carhart-Harris et al., 2014; Lebedev

et al., 2016; David E. Nichols et al., 2017; Tagliazucchi et al., 2014, 2016).

Sin embargo, para dar paso a cualquier efecto sistémico, debe existir un primer blanco fisioldgico, de
tal modo que los alucindégenos actuan mediante la activacién de los receptores serotoninérgicos 5-HT>a,
5-HT,c y 5-HT1a (David E. Nichols, 2004, 2016), mencionados de acuerdo a su constante de afinidad (de

mayor a menor, McKenna et al., 1990).

Como se explicod previamente, el hecho de que exista una alta afinidad de los receptores 5-HT; por las
triptaminas tiene como resultado una unidn ligando-receptor de mayor duracién, con respecto a la
unién 5-HT-receptor. Ha sido descrita la via de las B-arrestinas, como una de las vias alternas que
desencadenan las triptaminas alucindgenas, proceso que promueve la desensibilizacion e
internalizacién tardia del receptor y que pone de manifiesto su selectividad funcional (Masson et al.,

2012).

Aunado a lo anterior, los alucindgenos causan un incremento de los niveles extracelulares del principal
neurotransmisor excitador, glutamato, en la corteza (Scruggs et al., 2003). Asi como también se ha
descrito la participacién de los autorreceptores mGIluR II/Ill (Gewirtz & Marek, 2000) y de un
heterodimero que se forma entre los receptores mGlu2 y 5-HT,a (Gonzalez-Maeso et al., 2008).
Finalmente, se han sugerido mecanismos comunes para los efectos de compuestos alucinégenos y
psicosis naturales, que implican una interrupcion del procesamiento de la informacién tdlamo-cortical

(Gonzalez-Maeso et al., 2007; Gonzalez-Maeso & Sealfon, 2009).
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Figura 17. Representacion esquemdtica de los subtipos de receptores acoplados a proteinas G y los circuitos neuronales
implicados en el mecanismo de accion de los alucinégenos. Se ha sugerido, a través de diversas preparaciones experimentales,
que los receptores 5-HT,s expresados en las neuronas piramidales corticales son necesarios para desencadenar los efectos
especificos, tanto celulares como conductuales, que generan los alucinégenos. Estas investigaciones han sido independientes
y se han explorado desde diversos enfoques, principalmente por registros electrofisiologicos en rebanadas corticales de rata y
ratones modificados genéticamente para la expresion del receptor 5-HT,4 (aumento de expresion o knock-out). En las neuronas
piramidales de la CPF se expresan los receptores 5-HT14 y 5-HT 4 en alta densidad. Los receptores 5-HT;4 estdn implicados en
la inhibicion del rafé dorsal (RD) lo que se traduce en disminucidn de la liberacion de 5-HT. Aunado a esto, ya se ha descrito
que el dimero que se forma entre los receptores 5-HT.a y mGlu Il tiene una implicaciéon en los efectos conductuales causados
por compuestos alucinégenos (modificada de Gonzdlez-Maeso & Sealfon, 2009)

1.4.1 Modelos animales de alucinacién: HTR y WDS

Los modelos animales no pueden representar las perturbaciones o alteraciones en los procesos de
percepcion de tiempo, cognicidn y estado de dnimo que se reportan en humanos como efectos que
generan los alucinégenos. Sin embargo, los roedores reflejan ciertas conductas que pueden
aproximarse a los efectos en humanos. La administracién sistémica de compuestos alucinogénicos en
ratas y primates no humanos provocan; cambios en la conducta exploratoria, acicalamiento,
interrupciéon de respuestas operativas, sacudidas de cabeza (Head-Twitch y Wet-Dog-Shake),
respuestas reflejas de rascado (ear scratch response) e hipertermia (L. M. Adams & Geyer, 1985; Bedard

& Pycock, 1977; Corne & Pickering, 1967; Halberstadt & Geyer, 2011, 2013, 2016).
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En roedores no podemos hablar del fendmeno de alucinacién, sin embargo, si existe un marcador de
la activacién de los receptores serotoninérgicos que se genera exclusivamente por moléculas
alucindégenas, por la activacion del receptor 5-HT2A a través de la via de las B-arrestinas (Masson et al.,
2012). Esta respuesta en ratones es conocida como sacudida de cabeza o cabeceo (head-twitch; HT) y
en ratas como “sacudida de perro mojado” abreviada como WDS por su nombre en inglés wet-dog

shake (Green, 2009).

La respuesta HT es un movimiento de la cabeza de rotacion ritmico y paroxistico (Canal & Morgan,
2012; Halberstadt & Geyer, 2011), por otra parte, la respuesta WDS, es un movimiento paroxistico de
la cabeza, cuello y tronco (Bedard & Pycock, 1977). En suma, respuestas HT y WDS ocurren en roedores

como marcador de la activacion del receptor 5-HT2A.

1.5 Estudios con psilocina

A pesar de la existencia de modelos animales para el estudio del efecto de los compuestos
alucinégenos, gran parte del efecto de estos farmacos requiere de la interpretacidn del sujeto que se
somete a experimentacion, informacién que no pueden brindar los modelos animales. Por esta razén,
gran parte de la investigacién se ha centrado ensayos clinicos en humanos, los cuales en algunas
ocasiones proporcionan informacion faltante de lo ya realizado en animales y en otras sientan las bases
para nuevas investigaciones. Es decir, existe una dindmica de retroalimentacion entre los ensayos

clinicos en humanos y la experimentacion animal.

Dicho lo anterior, y como al inicio de este trabajo se mencionaba, el estudio con alucinégenos, en
particular con psilocina, fue retomado hace menos de dos décadas con un nuevo auge en su aplicacion
terapéutica. Por ejemplo, se ha propuesto a la psilocibina como tratamiento efectivo en estudios contra
la adiccién a la nicotina (Johnson, 2014), contra el alcoholismo (Bogenschutz et al., 2015), en la
disminucién de ansiedad en pacientes con cancer terminal (Griffiths et al., 2016), TOC (Moreno et al.,

2006) y pacientes con depresion (Robin L Carhart-Harris et al., 2016).

Aunado a la investigacion acerca de los posibles usos terapéuticos de psilocina ha surgido la necesidad
de encontrar las dosis mds adecuadas para estos usos proponiéndose desde dosis muy bajas o sub-

alucinogénicas, debido a que, como su nombre lo indica, no generan los efectos alucinatorios y de



alteracion de las funciones mentales y cognitivas, hasta dosis altas, incluyendo dosis medianamente
bajas, con poca intensidad de los efectos ya mencionados (Matsushima, Eguchi, et al., 2009; Moreno

etal., 2006).

En adicion a lo anterior, los tratamientos han tenido una duracion desde dosis Unicas, hasta periodos
semanales, e incluso usando un par de dosis separadas por una semana (Robin L Carhart-Harris et al.,

2016, 2017; Griffiths et al., 2016; Matsushima, Shirota, et al., 2009; Moreno et al., 2006).

Finalmente, a través del uso de alucinégenos en humanos se busca también contribuir a dilucidar la
relacidn existente entre la mente y el cerebro, a través de estudios como los realizados por los equipos
de Franz Vollenweider (1997) y Efie Gouzoulis-Mayfrank (1999; 1997), y recientemente el de Carhart-
Harris (2017), quienes han realizado estudios de imagenologia cerebral in vivo a personas bajo el efecto
de psilocina, con los que se han propuesto correlatos entre las alteraciones en el estado de animo y
pensamiento con la funcién cerebral, a su vez Carter (2007) reportd los efectos en la rivalidad binocular

gue también tiene correlato con procesos cognitivos.



2 Justificacion

Desde la descripcion de la estructura quimica de los compuestos alucindgenos, se han realizado
investigaciones para dilucidar su principal mecanismo de accidn, denotando que una de las areas que
contribuye a sus efectos es la CPF, relacionada en muchos procesos cognitivos y funciones cerebrales
superiores, y la via primaria por la que participa son los receptores serotoninérgicos 5-HT2A/Cy 5-HT1A
ya que es donde se encuentra la mayor densidad de ellos (Gonzélez-Maeso et al., 2007; David E.

Nichols, 2004, 2016; F. Vollenweider et al., 1997).

Los trabajos mencionados en la introduccidn, se basan en el principal mecanismo de accidn, sin
embargo, hacen una exploracidén por estructuras o regiones completas, por ejemplo, la CPF (J. Adams,
2009), amigdala (Kraehenmann et al., 2015), hipocampo (Moldavan et al., 2001); o a nivel de SNC
completo mediante estudios de imagenologia (Robin L Carhart-Harris et al., 2017; Gouzoulis-Mayfrank
et al., 1999; F. Vollenweider et al., 1997). Asi como la evaluacidn de efectos conductuales tanto en
modelos animales de enfermedades (Matsushima, Shirota, et al., 2009) y pacientes humanos enfermos

(Carbonaro et al., 2016; Carter et al., 2007; Griffiths et al., 2016; Moreno et al., 2006).

Sin embargo, no existe hasta ahora en la literatura una caracterizacién de los efectos individuales de
las neuronas piramidales aisladas de las capas V/VI de la CPF, que se generan como resultado de una
exposicién de las triptaminas contenidas en el hongo, asi como de sus efectos neuromoduladores,
como una aproximacion para comprender mejor las respuestas globales del sistema que se generan

después del efecto.

Por lo que en este trabajo se propone, evaluar electrofisiolégicamente los cambios en las corrientes
idnicas activadas por glutamato tipo NMDA, mediador de la excitabilidad neuronal, asi como los efectos
neuromoduladores serotoninérgicos sobre el receptor a NMDA, que se generan 24 horas después de
una exposicidn a dosis bajas, medianamente bajas y altas del extracto del hongo Psilocybe cubensis,

como una aproximacion de la respuesta en el SNC que causan los alucinégenos.



3 Hipdtesis

Si la administracién Unica del extracto metandlico de Psilocybe cubensis produce respuestas a corto
plazo en sistema nervioso central evaluadas por la actividad conductual WDS, dichos cambios
modificardn las caracteristicas de las corrientes activadas por NMDA, asi como la modulacién por
serotonina sobre éstas corrientes al evaluarse 24 horas después en las neuronas piramidales

agudamente disociadas de la capa V/VI de la corteza prefrontal.



4  Objetivos

4.1 General
Caracterizar el efecto de la administracién del extracto metandélico de Psilocybe cubensis, tras 24 horas,
sobre las corrientes activadas por NMDA y la modulacidn serotoninérgica de dichas corrientes en

neuronas piramidales agudamente disociadas de la capa V/VI de la corteza prefrontal de rata.

4.2 Particulares

1. Estudiar la respuesta WDS en rata a diferentes dosis del extracto metandlico de Psilocybe
cubensis (0.003, 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 mg/kg de peso).

2. Caracterizar las corrientes idnicas activadas por NMDA en las neuronas piramidales
agudamente disociadas de CPF de ratas, mediante el analisis de la amplitud del pico, del estado
estacionario, la relacion estado estacionario/pico y la constante de tiempo de desensibilizacion
de la corriente en una curva dosis-respuesta a NMDA (0.3, 1, 3, 10, 30, 10 y 300 uM) 24 horas
después de ser administradas con las dosis 0.003, 0.01, 0.03, 0.1y 0.3mg/kg de peso el extracto
metandlico de Psilocybe cubensis.

3. Evaluar la modulaciéon por serotonina de las corrientes activadas por NMDA en las neuronas de
ratas mediante el andlisis de la amplitud del pico, del estado estacionario, la relacién estado
estacionario/pico y la constante de tiempo de desensibilizacién 24 horas después de ser
administradas con las dosis 0.003, 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3mg/kg de peso el extracto metandlico de

Psilocybe cubensis.



5 Metodologia

Los procedimientos fueron llevados a cabo en animales procedentes del Bioterio Claude Bernard de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla y cumpliendo lo establecido en la Norma Oficial

Mexicana para el cuidado y uso de animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

De acuerdo a las bases de experimentacidn preclinicas y al criterio de eleccidén de una especie pequefia,
fue seleccionada la rata como sujeto de experimentacién ya que, las dimensiones fisioldgicas de esta
especie, en comparacion con el ratén, nos brindan mayor cantidad de material bioldgico disponible
(rebanadas que incluyen la CPF de 350nm de grosor) reduciendo asi la cantidad de animales requeridos.
De esta especie se ha seleccionado la cepa Wistar ya que para extraer el drea requerida para los
registros electrofisioldgicos se toma como referencia el libro The Rat Brain (Paxinos & Watson, 1986)
que basa lainformacidn presentada en la cepa Wistar. Ademas, en el Laboratorio de Neuromodulacion,
asi como en la literatura consultada sobre la descripcidn y evaluacién de la respuesta WDS, dicha cepa

es la mejor caracterizada y por lo tanto la que fue elegida para este proyecto.

La edad de los animales establecida para realizar los experimentos fue de 40 dias (con un peso de entre
100-120g) debido a que a partir de tal edad la expresién de los receptores serotoninérgicos ya no sufre

cambios significativos.

Todos los residuos peligrosos biolégico-infecciosos serdn clasificados de acuerdo a la norma NOM-087-

ECOL-SSA1-200 para darles el manejo final correspondiente.

5.1 Obtencidon del extracto metandlico

Los hongos Psilocybe cubensis fueron obtenidos en el Laboratorio de Biotecnologia de hongos
comestibles a cargo del Dr. Omar Romero Arenas que pertenece al Instituto de Ciencias de la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla.

Se utilizaron un total de 150 gramos de hongos frescos que fueron deshidratados y se obtuvieron 16.42
gramos en peso en seco.

Los hongos secos y pulverizados (en un lote Unico) se sometieron a una extraccion metandlica durante

24 horas, en una proporcién de 100mL de metanol /1 g de hongo seco, después se decantaron y dejaron



secar completamente (aproximadamente de 2 - 3 dias) y se repitid el proceso dos veces mas de acuerdo
a la metodologia descrita por Koike (1981). Al sobrenadante se le evaporé completamente el metanol
mediante un rotavapor, proceso que se realizé en el Laboratorio de Fitoquimica, a cargo de la Dra.

Patricia Guevara Féfer en la Universidad Nacional Autonoma de México.

5.1.1 Tratamiento del extracto metandlico

El extracto obtenido fue sometido a un andlisis de cromatografia en capa fina de alta resolucién (HPTLC)
mediante el cual se confirmd la presencia de las triptaminas psilocina y psilocibina. Este analisis fue
realizado en el Laboratorio de Fitoquimica, a cargo de la Dra. Patricia Guevara Féfer en la Universidad
Nacional Auténoma de México.

El extracto obtenido fue destinado Unicamente para la administracion en animales. El mismo no

representé ningln riesgo para el personal, ni requiere ningun cuidado o manejo especial.

5.2  Evaluacion de la respuesta WDS

Se realizé una curva dosis respuesta a WDS, administrando 5 dosis diferentes con una para cada una
de ellas como sigue:
Se probaron las dosis 0.003, 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 mg/kg de peso de la rata, cada una fue disuelta en un
vehiculo de solucion salina isoténica con 1% de Tween 80, esto con el objetivo de aumentar la
solubilidad, y se administré por via intraperitoneal.
En cada rata se evalud la respuesta WDS de acuerdo al siguiente protocolo publicado por Zhuk (2015):
1. Habituacion durante 10 minutos en el campo abierto.
2. Administracidn por via intraperitoneal de la dosis correspondiente.
3. Mantenimiento de la rata en la caja durante 10 minutos.
4. Videograbacidn de la rata en el campo abierto durante 20 minutos.
5. Regreso de la rata a la caja hasta su sacrificio (24 horas), con acceso a comida y agua ad libitum,
para su registro electrofisioldgico.
Los videos fueron analizados por un observador ajeno al experimento, de los que se obtuvo el conteo
de respuesta WDS de los minutos 5 a 15 (Zhuk et al., 2015).

Con los datos obtenidos se trazo la curva dosis-respuesta a WDS.



5.3 Registro electrofisiolégico

Se realizé en células piramidales agudamente disociadas provenientes de las capas V/VI de corteza

prefrontal.

5.3.1 Disociacién aguda

El protocolo de disociacion empleado ya ha sido previamente descrito por Flores-Hernandez, et al.
(2000, 2002), el cual se describe a continuacién con algunas modificaciones:
Las ratas fueron anestesiadas con pentobarbital sédico a una dosis de 40 mg/kg con el fin de evitarle a

los animales dolor previo a la decapitacién.

Los cerebros se extrajeron y se colocaron en solucidn fria de isetionato con bajo calcio (en mM): 140
isetionato de sodio, 2 KCI, 2 MgCl,, 0.1 CaCl,, 23 glucosa, 15 HEPES, pH = 7.4, 300-310 mOsm/L y
suplementada con (en mM): 1 4cido piravico, 0.005 glutatidon, 0.1 N-G-nitro-L-arginina, 1 acido
kinurénico, y gaseada con O,. Posteriormente se obtuvieron rebanadas coronales de 350 um con ayuda
de un vibratomo (Campden) mientras estaban sumergidas en la misma solucién. De las rebanadas

obtenidas, se diseccionaron las capas V — VI de la corteza prefrontal.

Posteriormente las rebanadas disecadas se mantuvieron en incubacidn a una temperatura de 30°C en
solucidn salina balanceada de Earle (EBSS, SIGMA) amortiguada con bicarbonato de sodio (NaHCO3) y
suplementada con (en mM): 1 acido pirldvico, 0.005 glutation, 0.1 N-G -nitro-L-arginina, 1 acido

kinurénico; burbujeada con 95% 0,/ 5% CO,, pH = 7.4 ajustado con NaOH y 300-310 mOsm/L.

Después de al menos 1 hora de incubacion se tomd una rebanada de corteza prefrontal para su
tratamiento enzimatico, el cual se realizé en una camara de cultivo de 40 mL con solucidn salina
balanceada de Hanks (HBSS, SIGMA) amortiguada con HEPES burbujeada con O,, conteniendo 0.8
mg/ml de papaina (Calbiochem) a 33°C + 1, durante 10 minutos y suplementada con (en mM): 1 4cido

pirdvico, 0.005 glutatidn, 0.1 NG —nitro-L-arginina, 1 acido kinurénico.

Transcurrido el tiempo de la digestion enzimatica, el tejido se lavd con solucidon de isetionato y

posteriormente fue disociado mecdnicamente con pipetas Pasteur de diferentes calibres (pulidas al



fuego). La suspensidn de células se sembré en cajas Petri de 35 mm (Nunclon Surface, NUNC) montadas
en el microscopio de registro. Después de 10 minutos de incubacién la suspension fue lavada con una
solucién de fondo (en mM): 140 NaCl, 23 Glucosa, 15 HEPES, 2 KCl, 2 MgCl,, 1 CaCl, y 1% rojo fenol,
burbujeada con O,, pH = 7.4 ajustado con NaOH, 300-310 mOsm/L; para su posterior registro por medio

de la técnica de fijacién de voltaje en configuracion de célula completa.

5.3.2 Técnica de célula completa en protocolos de fijacion de voltaje (Whole—cell)

Se empled la técnica de célula completa con fijacién de voltaje (Bargas et al., 1994). Los electrodos de
registro fueron estirados de tubos capilares de borosilicato tipo Corning 8250 (WPl 1B120F4, Sarasota

FL) utilizando un Micropipette Puller Modelo p-97, (Sutter Instrument Co).

La solucidn interna para los registros de corriente estuvo compuesta de (en mM): 175 N-metil-D-
glutamina (NMDG), 40 HEPES, 2 MgCl,, 10 acido etilen glicol-bis (B-aminoetil éter) -N, N, N’, N’-
tetraacético (EGTA), 12 fosfocreatina, 3 Na,ATP, 0.35 Na3sGTP, 0.1 leupeptina; pH = 7.3 con H,S04, 265
—270 mOsm/L.

Por otra parte la solucién externa estuvo compuesta de (en mM): 127 NaCl, 20 CsCl, 5 BaCl,, 2 CaCl,,

12 glucosa, 10 HEPES, pH = 7.3 con NaOH, 300-305 mOsm/L.

Los registros se obtuvieron con un amplificador para fijacién de voltaje “voltage clamp” Multiclamp 700
A (Axon instruments) y un digitalizador Digidata 1440A (Axon instruments), controlados con el
programa pClamp Version 9 (Axon instruments) ejecutandose en una computadora con procesador

tipo Pentium IV (1.5GHz), 1 GB de memoria RAM y sistema operativo Windows XP SP3.

La resistencia de los electrodos fue tipicamente de 6-10 MQ en el bafio. Después de la ruptura del sello,
la resistencia serial fue menor a 25 MQ. Cuando el cambio de la resistencia serial resulté mayor al 50%
el experimento fue suspendido. El potencial de membrana se mantuvo en -80mV, mientras no hubo

protocolo activo.

Para su registro, se disecd la capa V — VI (Figura 18), como anteriormente se menciond, se eligieron

para su registro las neuronas piramidales de mayor capacitancia, la menor longitud y nimero de



dendritas, y que mantuviera sus caracteristicas morfoldgicas (forma de piramide o pera y dendrita

apical visible).
5.3.2.1 Protocolos electrofisiolégicos

Los protocolos empleados para el registro electrofisiolégico fueron:

Rampa (-100 mV a +40 mV) con una duracién de 100 ms para generar las corrientes de Na*y Ca*".

+40mV

-80mV

-100mV

Aplicacion de Neurotransmisor o Neuromodulador: se fija a la neurona a un potencial de
mantenimiento de —80 mV y se aplica el neurotransmisor o neuromodulador durante 3s posterior a un
pulso de prueba de -10mV. El protocolo dura 6s y se repite cada 15s. Mediante éste protocolo se

generan las corrientes activadas por NMDA y también se utilizé para estudiar el efecto de la serotonina.

Condicion NMDA: en esta condicidon experimental la célula fue perfundida con la solucién externa
conducida por el capilar A, manteniéndose el bafo con esta solucién en todo el protocolo
interrumpiéndose 3s para bafiar a la célula con una concentraciéon 100 uM de NMDA conducida por el
capilar B. El protocolo se dejé correr hasta obtener 3 o 4 trazos de corriente estable. Esta condicidon
experimental se tomd como control. Posteriormente de este control, se perfundié por el capilar B,
NMDA en diferentes concentraciones (0.3, 1, 3, 10, 30, 100 y 300 uM), teniendo siempre como control
la concentracion de 100 uM de NMDA, obteniéndose asi la curva dosis-respuesta a NMDA. Todo esto

en presencia de glicina 10uM.

NMDA
Ctrl

-80mV -ssﬁlv 3s




Condicion co-aplicacion de NMDA + Serotonina: en esta condicion experimental la célula fue
perfundida con la solucidn externa conducida por el capilar A, manteniéndose el bafio con esta solucion
en todo el protocolo interrumpiéndose 3s para banar a la célula con 100 uM de NMDA y Serotonina
Hidroclorada a diferentes concentraciones (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 30 uM). El protocolo se dejo correr
hasta obtener 3 o0 4 trazos de corriente estable.

Después de obtener los trazos de la condicién NMDA + Serotonina se regreso a la condicién control que

también sirvié como lavado. Todo lo anterior se realizé en presencia de glicina 10uM.

NMDA + 5-HT
Ctrl + 5-HT

-80mV -OHV 3s

5.4 Andlisis estadistico

Los valores en tablas, graficas o texto, representan el valor de la media de los resultados obtenidos +
su error estandar de la media (ESM). Los ajustes y graficas fueron realizados en el programa Origin 9.1
(Microcal Software Inc., Northampton, MA). Para el andlisis estadistico se utilizé el programa R, en el
que los datos fueron sometidos primero con una prueba Kolmogorov- Smirnov (p < 0.05) para
determinar el comportamiento de una distribucidn normal. Las diferencias entre las medias de grupos
experimentales fueron analizadas mediante una ANOVA de dos vias de tipo |l para la curva de NMDA y
de tipo Il para la curva de 5-HT con una post-prueba t de Student con correccidon de Welch entre el
grupo control y cada dosis del extracto (p < 0.05), esto debido a la diferencia en el nimero de datos

para cada celda.

Para el analisis de la curva dosis efecto de NMDA, se empled un ajuste logistico tipo sigmoidal con el

programa de Origin 9.1 La férmula que se utilizd para este ajuste fue la siguiente:

v = 7‘(41 _ 142
L+ (x/x,)*



Dénde:

A, = Tamafio total del pico
A, = Estado Estacionario

x = Valor de la concentracion

Xo = CE50

Finalmente, para el andlisis de la constante de tiempo de desensibilizacion de la corriente activada por
NMDA, se utilizé un ajuste logistico de exponencial de decaimiento con el programa de Origin 9.1 La
férmula que se empled para este ajuste fue la siguiente:
T
y=4Fexp
Ddnde:
A; =100 % de la respuesta
T = Valor del tiempo

t=Valordet



6 Diagramas de trabajo
6.1 Administracion de extracto

-Rata macho Wistar de 40
dias. -

N

-Habituacidon en campo
abierto

(10 minutos).

N

-Administracidn uUnica |.P. del
extracto metandlico de P,
cubensis

NS

-Videograbacién de conducta
WDS durante 20min.

y’ -

—

-Analisis de video para el -Registro electrofisiolégico
conteo de las respuestas 24 horas después de la

WDS. administracion.

46



6.2 Registro electrofisiologico

Rata macho
Wistar de 40 dias.

Administracion |.P. de
extracto

P. cubensis.

24 h después
Anestesia con
pentobarbital

(40mg/kg) y
decapitacion.

Extraccidon de
cerebroy
Cortes coronales de
350 pum.

Interaural 11.70 mm

Registro
electrofisioldgico de
las neuronas
disociadas: fijacion
de voltaje en
modalidad célula
completa.

—

Fijacidn de neuronas
en placas Petri (PE,
10 min).

—

Disociacion mecanica
empleando solucién
de isetionato

(burbujeada con O,). Analisis de datos.

—

Tratamiento
enzimatico con
papaina (0.75 mg/ml)
a 35°C en solucidn
HBSS (burbujeada
con O,)
(10-15 min).

Conclusiones.

—

Las rebanadas seran
mantenidas en
solucion EBSS

(burbujeada con 5%

C0,/95% 0,), 1h.

Figure 9 |
Figura 18. Corte coronal del cerebro de rata. Se
resalta en rojo la CPF unilateral y la linea
| aproximada donde se hace el corte para separar las
5 ) capas V/VI, (modificada de Paxinos & Watson,
Bregma 2.70 mm

) 1998).




7 Resultados

7.1  Evaluacién conductual mediante el conteo de respuesta WDS

Para cumplir el primer objetivo, se realizd una curva dosis-respuesta de las dosis del extracto
metandlico de Psilocybe cubensis (D0.003, D0.01, D0.03 y D0.3 mg/kg de peso) con respecto al conteo

de la respuesta WDS durante la habituacién en el campo abierto, como después de la dministracion
(Figura 19).

Conteo de respuesta WDS

14 1|—=—Habituacion

1|—®— Administracion |.P.

12 4
[7)] 1 .
Q 104 AN
o e 8\\\ °
o 8 4 T o 4 \‘u—-*"""{{{{ n=14
o " |n=10 1 n=5
5 6 An=15
3
(8]
o
e

Control 0.01 0.1
Extracto metandlico de Psilocybe cubensis (mg/kg)

Figura 19. Curva dosis-respuesta para la conducta WDS, donde se observa la diferencia en el nimero de respuesta WDS entra
la habituacion y la administracion del extracto metandlico de P.cubensis asi como una tendencia a un comportamiento de

campana, siendo el punto mds alto de la campana el correspondiente a la D0.03. Se obtuvo diferencia significativa contra el
control para las dosis D0.03 y DO.3.
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7.2 Andlisis electrofisioldgico

Para llevar a cabo los objetivos 2 y 3 se reporta el andlisis de un total de 134 neuronas provenientes de
la capa V/VI de la CPF, con la morfologia clasica que corresponde a este tipo celular, es decir, con un
soma triangular o piramidal, una dendrita apical y sus dendritas basales (Figura 20). Con respecto al
tamafio, el cual se estimé en funcidn a la relacién entre la capacitancia y el drea de superficie (1 uF/cm?).
Se analizd la capacitancia de todas células utilizadas para cada dosis mediante una ANOVA de una via,
convalorde F=1.90182y p =0.09781, la cual denota que no hubo diferencia significativa entre ninguna

de las dosis utilizadas.

I(pA) = 10.45 (pA) + 0.39 (nS) * V (mV)

) e

1000

-2000

Current (pA)

30004 Cm =16.5 pF
Rm = 1/0.39 nS
Rm = 2.56 GQ

-4000

T T

100 -50 0 50
Voltage (mV)

Figura 20. Caracteristicas de las células registradas. |) Microfotografia de una neurona piramidal caracteristica de la capa
V/Vi de rata, Il) Trazo representativo del grdfico corriente-voltaje obtenido con el protocolo de rampa, donde se observa la
presencia de la corriente de Na*y Ca**, el cual se utiliza para determinar la viabilidad de la célula.
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7.2.1 Analisis de la corriente activada por glutamato tipo NMDA

Para el caso del objetivo 2, se registraron un total de 48 células piramidales con capacitancias
comprendidas entre 8 y 30 pF (Figura 21), a las que se les realizd una curva dosis-respuesta de las
corrientes activadas por glutamato de tipo NMDA (Ixmpa), abarcando las concentraciones de 0.3, 1, 3,
10, 30, 100 y 300 uM para cada dosis administrada del extracto, es decir, 0.01 (D0.01), 0.03 (D0.03),
0.1 (D0.1), 0.3 (D0.3) mg/kg, asi como la dosis correspondiente al grupo control denominadaDO (Figura
22). En cada concentracion de NMDA probada para cada dosis del extracto, se analizaron las
caracteristicas principales (amplitud del pico: Pico, estado estacionario: EE, la relacion estado
estacionario/pico: EE/P y la constante de tiempo de desensibilizacion: Tau). Con los resultados
obtenidos para cada caracteristica se realiz6 una ANOVA tipo Il de dos vias, y se realizd una
comparacién por pares mediante una prueba t de Student con correccion de Welch, contra una
probabilidad (p) menor a 0.05 en ambos casos. Finalmente, los datos de Pico y EE se ajustaron a una
funcidn logistica (a partir de su valor absoluto), obteniéndose de este modo la concentracién efectiva

50 (CE50) para cada dosis.

Histograma de Capacitancia

Numero de Células

18 23
Capacitancia(pF)

Figura 21. Histograma de capacitancia de las células registradas para la curva dosis-respuesta INMDA. Se analizaron 48 células
con capacitancias comprendidas entre 8 y 30 pF, donde la mayor cantidad de las neuronas estuvo en rango de 13 a 18 pF.



NMDA 0.3uM 1uM  3pM  10puM  30uM

OF ——  ~— L~ 1 —~
_20-_ V )

100 | Grupo Control (DO)

-120 ] . ] . 1 ) ] . ] ) ]

Densidad de Corriente (pA/pF)

-100 + 10s

-120 1 . 1 R 1 . 1 . 1 . |

Figura 22. Trazos representativos de la curva dosis-respuesta de NMDA. En la parte superior se muestran los trazos promedio
obtenidos de una neurona del grupo control y en la parte inferior trazos que corresponden al grupo administrado con la D0.03.
En ambos casos los trazos se presentan en orden creciente de concentracion para su mejor visualizacion. Cada trazo representa
el promedio de cuatro a cinco trazos estables. Las concentraciones se pasaron en orden aleatorio. La concentracion 100uM de
NMDA se utilizé como control, para lo cual se aplicé al inicio y después de cada tres concentraciones del protocolo de registro.
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Con respecto al pico, se obtuvo una ANOVA, con p < 0.001 con significancia tanto para el factor de las
dosis del extracto (F=9.2703, p= 4.674e-07) y el factor de las concentraciones de NMDA (F= 149.5631,
p < 2.2e-16) asi como la interaccién entre éstos factores (F = 2.0185, p = 0.00392). Y cuyo analisis t con
correccion de Welch denota como interacciones significativas con respecto al control (D0) las D0.03 y
DO0.1 en las concentraciones de 100 (t = -3.0587, t = -3.4919, respectivamente) y 300 uM (t =-2.8934, t
=-3.5008, respectivamente) de NMDA (Figura 24).

a)
| Amplitud del Pico
] = Control (D0)
120 - e 0.01mg/kg
— A
- 0.03mg/kg /;
él 100 0.1mg/kg /
a 0.3mg/kg /e
y :
_.g 80 Yy
[} / /"
E ,-’/ F i
(@] — e
(@] 60 // ? y
35 - /) &
o 40 - f '
S
@ o
C .
S 20- /7.
a ey
&
0 - 3 —
T A | T LR | T |
0.1 1 10 100
NMDA (uM)
Il - - i
Numero de células (n)
[NMDA]|0.3| 1 | 3 [10{30{100{300 Significancia
Control |10{10{10{10{10] 10 | 10 [NMDA]|0.3{1|3|10| 30 |100|300
D0.01 (8|7 |7|8|8| 9|8 D001 | - ||| -] * | - | =
D003 | 9[99 7] 9]10] 10 D0.03 | -- [--|*|**|***] ** | **
D01 |9]9]9] 99l o9 DO.L | - |- * ] - [
- D0.3 | - |-|*[-| - | - | --
D0.3 | 10| 10| 10| 10|10/ 10| 10

Figura 23. Curva dosis-respuesta para el pico de la Invpa. 1) Grdfico de la curva dosis-respuesta de la Invpa para cada dosis
probada del extracto de P. cubensis, se encontraron diferencias significativas con respecto al control (DO) para las D0.03 a partir
de la concentracion 3uM de NMDA, y altamente significativas para la DO.1 en las concentraciones 100 y 300uM de NMDA
(tabla lll, (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005). 1) Tabla de n para cada punto de las curvas.
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A partir del ajuste logistico realizado a las curvas dosis-respuesta de Invpa para cada dosis del extracto
probada se obtuvieron los valores de CE50 (Figura 24iError! No se encuentra el origen de la
referencia.), los cuales fueron comparados con respecto al control (DO) mediante una prueba t, con
correccion de Welch (p < 0.001), con la que no se encontrd diferencia significativa entre ninguna de

ellas (para D0.01 p = 0.06146; D0.03 p = 0.77118; DO.1 p = 0.29831; D0.3 p = 0.35151).

Concentracion Efectiva 50 de | —=s— CE50

100 — la Amplitud del Pico
90 +
80 +

70

60 +

50 %\\\\ /:/ A\

40 -

CES50 (uM)

30

20

10 A

T —T — ~
Control 0.01 0.1

Extracto (mg/Kg)

Figura 24. Representacion grdfica de los valores de CE50 para cada dosis del extracto administrado, obtenidos a partir de
la curva dosis respuesta de la amplitud del pico de la Inmpa. No se encontro diferencia significativa para ninguna de las
dosis.



Por ultimo, para el pico se realizd una grafica en tres dimensiones, que permite observar la curva dosis-
respuesta de cada dosis del extracto de P.cubensis, asi como el comportamiento para cada
concentracion de NMDA, se observa que a partir de la concentracién de 30uM de NMDA se forman

curvas con forma de campana invertida (Figura 26) con respecto al eje de la dosis del extracto.

Amplitud del Pico

100
80
Q
Q
60 %
8
IS
3
40 B
3
Q
—a—0.3 pM
e 1uM =\
—a—3 ﬂM VQQ —u— Omgrkg
K .
v 10uM 8 S e 0.01mg/kg
—+— 30 uM —4— 0.03mg/kg
< 100 pM —v—0.1mg/kg
300 pM +— 0.3mg/kg

Figura 25. Grdfica en tres dimensiones de la dosis-respuesta para la Invmpa para el Pico. Se puede observar la forma sigmoidal
de la curva correspondiente a cada dosis, asi como el comportamiento para cada concentracion de NMDA, donde a partir

de 30uM se aprecia una forma de campana invertida.
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De forma posterior, se realizd la evaluacién del EE, los resultados de la ANOVA con una p < 0.05
arrojaron diferencias significativas entre el factor de las dosis del extracto (F = 7.2468, p = 1.433e-05) y
el factor NMDA (F = 75.5330, p < 2.2e-16), no asi para la interaccién entre ellas (F = 1.4333, p = 0.09) y
cuyo analisis t de Student mostrd diferencias significativas al compararlas contra la DO Unicamente con
la DO.1 para las concentraciones 30 (t = 0.02478), 100 (t = 0.01233) y 300uM (t = 0.02833) de NMDA
(Figura 27).

a) Estado Estacionario
=  Control (D0)
40 e 0.01mg/kg
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Control|10|10[10|10{10] 10 | 10 DO.01 | - ||| || = | -
Doo1|8|7|7[8|8]9]s D0.03 | - ||| * || - | -
D0.03 |9(9/9] 7|9/ 10]10 DO1 |- ||| * ] * | *
Do.1 | 9| 9]/9]9|9] 99 DO.3 | - |=f=f =] =] = | =
D0.3 |10] 10| 10/ 10| 10| 10| 10

Figura 26. Curva dosis-respuesta para la INMDA correspondiente al EE (a.l). Il) Tabla que contiene el valor de n para cada

punto de la curva. Ill) Tabla de significancia, refleja diferencia significativa unicamente para la DO.1, en las concentraciones
30, 100 y 300uM.
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A partir de la curva dosis-respuesta del EE se calculé el valor de CE50 para cada dosis del extracto (Figura
28), mismo que se compard con la DO, a través de una prueba t con correccién de Welch, y se obtuvo
diferencia significativa para la D0.01 (p = 7.30662E-5), mientras que para las tres dosis restantes no

hubo tal (D0.03 p = 0.3405; D0.1 p = 0.66337; D0.3 p = 0.23106).

Concentracion Efectiva 50 del |—s— CE50
100 - Estado Estacionario

904
80

70 -

of | T~
A~ T

CE50 (uM)

Control 0.01 0.1
Extracto (mg/Kg)

Figura 27. Representacion grdfica de los valores de CE50 obtenidos a partir de la curva dosis respuesta del EE de la Invpa.
Solo se obtuvo diferencia significativa para la D0.01.
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De forma adicional, se realizd la grafica en tres dimensiones para el EE, donde en similitud con el pico,
se observa tanto la curva dosis-respuesta de la amplitud del EE para cada dosis utilizada del extracto,
como la forma que sigue cada concentracién de NMDA (Figura 29) mostrando, de manera similar al

caso del Pico, una forma de “U” o campana invertida a partir de 30 uM.

Estado Estacionario

. o
Densidaq (p, A/pF)

—_
(44

—
o

—u— Omg/kg
~5 —e— 0.01mg/kg
—4—0.03mg/kg
—v— 0.1mg/kg
¢ 0.3mg/kg

Figura 28. Grdfico en tres dimensiones de las curvas dosis-respuesta de la Invpa del EE. Donde se puede apreciar una forma
de “U” con respecto a las dosis del extracto, principalmente a partir de la concentracion de 30uM de NMDA.
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La tercera caracteristica que se analizd fue la relaciéon EE/P (Figura 30) que se analizé6 mediante una
ANOVA de dos vias contra una p < 0.05, el cual, no mostré diferencia significativa para ninguno de los

factores (Extracto con F = 0.866, p = 0.48475; NMDA F = 2.0184 y p = 0.06327) ni su respectiva

interaccion (F=0.2477 y p = 0.99992).

- —u— Control (D0)
Relacion EE/P -
' e 0.01mglkg
1.6 4—0.03mg/kg
v— 0.1mg/kg
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0.8 1 i
T — — 97 —
o 4 e SSeTSuee o
0.4 3 & . = . &
> i —f=t
0.0 4 1
0.4
-0.8
0.1 1 10 100

NMDA (uM)

Figura 29. Grdfico de la relacion EE/Pico de la Invpa. No muestra valores significativos para ninguno de los factores.
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Finalmente se realizd el analisis de Tau (Figura 31), cuyo ANOVA (p < 0.05), sefialé que hay diferencias
significativas entre los dos factores, es decir, entre las dosis del extracto de P. cubensis (F = 3.4878, p =
0.008531), asi como entre las concentraciones de NMDA (F = 8.2157, p = 3.76E-08) pero no para las
interacciones entre ambos (F = 1.0245, p = 0.43485).
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Figura 30. Grdfico de la constante de tiempo de desensibilizacion (Tau). Donde se muestra un comportamiento similar
en todas las curvas sin ninguna diferencia significativa ni a nivel de las dosis administradas del extracto, ni entre las
concentraciones de NMDA utilizadas Se encontrd diferencia significativa para el factor dosis del extracto y para el factor
concentracion de NMDA, pero no para la interaccion entre ambos.

59



7.2.2  Andlisis de la modulacién serotoninérgica de la Invpa

Para cumplir el objetivo 3, fueron registradas un total de 86 neuronas piramidales, con un rango de
capacitancia entre 8 y 28 pF (Figura 31), obtenidas de la capa V/VI de |la CPF de ratas administradas 24
horas antes con las dosis 0.003, 0.01, 0.03 y 0.3mg/kg del extracto metandlico de P.cubensis a las que
se les realizdé una curva dosis-respuesta a 5-HT con las concentraciones 0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 30uM
sobre la Inmpa para la concentracién de 100uM. Para cada concentracién de 5-HT utilizada con las dosis
del extracto se evalud el porcentaje de reduccion sobre la Iuvpa a las caracteristicas de Pico, EE, EE/P y
Tau (Figura 32). A los resultados obtenidos de cada caracteristica se les realizé una ANOVA tipo Il de
dos vias y de forma posterior se realizé una comparacién por pares mediante una prueba t de Student

con correccidén de Welch, contra una probabilidad (p) menor a 0.05 en ambos casos.

Histograma de Capacitancia

18 23
Capacitancia (pF)

Figura 31. Histograma de capacitancia de las células registradas para la curva dosis-respuesta Invpa. Se analizaron 86
neuronas, donde la mayor cantidad de las neuronas tuvo un valor de capacitancia entre el rango de 13 a 23 pF.
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Grupo Control (DO)

Control 5-HT 30 uM Lavado

NMDA
100uM

j e [r— -

Reduccién
21.76 % 100 pA

Figura 32. Trazo representativo del porcentaje de inhibicion (21.76) causado por 5-HT 30 uM sobre la Iyvpa (100 uM). La
aplicacion de NMDA (100uM) se utilizé como control y lavado de la co-aplicacion de 5-HT. Para obtener el porcentaje de
reduccion primero se calculé el promedio de las amplitudes de Pico o EE del control y lavado, este valor se consideré como el
100% y a partir de éste se obtuvo el porcentaje de inhibicién sobre la Invpa para cada concentracion de 5-HT (0.001, 0.01, 0.1,
1, 10 0 30 uM, segun fue el caso) utilizada. Cada trazo corresponde al promedio obtenido de cuatro a cinco trazos estables de
la pre-, co-y post-aplicacion de 5-HT a una neurona que pertenece al grupo control

Con respecto al pico, se analizé el porcentaje de reduccion sobre la corriente de NMDA 100uM para
cada concentracion de 5-HT (Figura 34). A estos resultados se les realizd una prueba ANOVA tipo Il de
dos vias, con valor de p < 0.001, encontrando significancia para el factor de las dosis del extracto (F =
7.452, p = 1.231e-05), para el factor de las concentraciones de 5-HT (F = 10.5793, p = 4.342e-09) tanto
como para la interaccion entre estos dos (F = 4.6705, p = 3.104e-09). Ademds, debido a que el tamario
de las muestras fue diferente se realizd una prueba t con correccidon de Welch para comparar las dosis
con respecto al control, encontrando diferencias estadisticamente significativas para todas las dosis del
extracto, aunque no en todas las concentraciones de 5-HT (Figura 34a.lll). De manera adicional, se
realizé una division entre las D0.003 y D0.01 (Figura 34a) y las D0.03 y D0.3 (Figura 34b), para lograr
una mejor visualizaciéon de los efectos, mismos que se retomaran mdas adelante.
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Figura 33. Curva dosis-respuesta del porcentaje de reduccion por 5-HT sobre la Invpa, con respecto a la amplitud del pico. a.l)
Se muestran las curvas dosis-respuesta de 5-HT para todas las dosis del extracto probadas, donde se observa un cambio en
el porcentaje de reduccion por 5-HT causado por la administracion de la dosis del extracto. a.ll) Tabla donde se indica el
numero de células utilizadas para cada punto de las curvas. a.lll) Tabla donde se muestra la significancia de cada punto con
respecto a la curva DO (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.005). b) Grdfico donde sélo se trazaron las curvas D0.003 y D0.01
con respecto al control, para la D0.003 hubo diferencias significativas en las concentraciones 0.001 y 0.01uM de 5-HT; en
cuanto a la D0.01 hubo diferencias altamente significativas desde la concentracion de 0.001 hasta 10 uM. c) Grdfico donde
se refleja que las D0.03 y D0.3 con respecto a la D0.01 tuvieron un “regreso” hacia la curva control con diferencias
significativas para las concentraciones de 0.001 y 0.1 uM y que, ademds la curva de la DO.3 tuvo un efecto con tendencia

hacia la potenciacion para las concentraciones 0.1, 1y 10 uM con respecto al control.

62




Ademas, se graficd el efecto para cada concentracion de 5-HT, con respecto a las dosis del extracto
utilizada (Figura 35), y se pudo seccionar en tres comportamientos (Figura 35 a y b), los cuales seran
expuestos en la discusidn con nuestras conjeturas acerca de ellos.
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Figura 34. Grdficas donde se observa el comportamiento sobre la amplitud del Pico de la INMDA para cada
concentracion de 5-HT con respecto al aumento de dosis del extracto, donde, en a) se representan las curvas
correspondientes a todas las concentraciones de 5-HT, a partir de la cual se identificaron tres efectos mostrados en (b),
(c)y (d). b) Curvas correspondientes a las concentraciones de 0.001 y 0.01uM de 5-HT que refleja un efecto creciente de
forma dosis-dependiente que se estabiliza a partir de la D0.03. c) Curvas que representan a las concentraciones 0.1, 1y
10 uM de 5-HT las cuales reflejan un comportamiento similar, sin embargo, en el caso de 10uM la curva estd desplazada
hacia arriba. Ademds, resalta un cambio abrupto para las tres concentraciones en los puntos que corresponden a la
DO0.01, y finalmente hay un “regreso” hacia el efecto inicial con ligera tendencia hacia la potenciacion paras dosis
mayores (D0.1 y D0.3) del extracto. d) Se representa el comportamiento para 30uM de 5-HT donde, de modo general,
el efecto es estable para casi todas las dosis y existe un ligero aumento para la DO.3.



Finalmente, para esta caracteristica, se realizd una grafica en tres dimensiones (Figura 36), donde se
pueden observar ambos efectos, la curva dosis-respuesta a 5-HT sobre la corriente activada por
glutamato tipo NMDA en la concentracién de 100 uM tanto como el comportamiento que mostraron
las dosis del extracto utilizadas sobre cada concentracién de 5-HT (0.001, 0.01, 0.1, 1, 10 y 30 uM),
ademas de la interaccidn que entre ellas ocurre. Sin embargo, debido a que son diversos efectos tanto
entre dosis, como entre concentraciones, y como se menciond previamente para las graficas en dos

dimensiones, se realizé también una particion de la grafica global (Anexo 1).

Amplitud del Pico

Control
0.003 mg/Kg
0.01 mg/Kg
0.03 mg/Kg
0.3 mg/Kg

Figura 35. Grdfica en tres dimensiones del efecto del porcentaje de reduccion en la amplitud del pico causado por 5-HT
sobre la Invpa, en las dosis del extracto de P. cubensis probadas, es decir, el porcentaje de reduccién con respecto a la

concentracion de 5-HT y con respecto a la dosis del extracto.
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Para el caso del EE de la Invpa, también se analizé el porcentaje de reduccién causado por cada
concentracién de 5-HT (Figura 37), de forma posterior se realizé una ANOVA tipo Ill de dos vias, contra
una p < 0.05, la cual mostré significancia para los dos factores (factor dosis del extracto: F = 3.8460y p
= 0.004863 y factor concentracion de 5-HT: F = 5.7396 y p = 5.43e-05) asi como entre su interaccion (F
=1.8522y p=0.017294). Aunado a esto se realizé una prueba t con correccién de Welch para comparar
cada dosis contra el control (D0), se obtuvo significancia para todas las dosis en las concentraciones de
0.001, 0.01 y 30uM de 5-HT. Ademas, en el caso de su representacion grafica, se dividié mostrando por
separado las dosis bajas D0.0003 y D0.01 (Figura 37b), las dosis altas D0.03 y D0.3 (Figura 37c), asi como
las dosis centrales D0.01 y D0.03 (Figura 37d) y las dosis de los extremos D0.003 y DO.3 (Figura 37e) con
el objetivo de mostrar los efectos que a cada una corresponden y cémo su forma puede relacionarse
con las demas dosis.
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Figura 36. Curva dosis-respuesta del porcentaje de reduccion por 5-HT sobre la Inmpa, con respecto a la amplitud del EE.
a.l) Representacion de las curvas dosis-respuesta de 5-HT para todas las dosis del extracto, donde se observa un cambio
en cuanto al porcentaje de reduccion por 5-HT generado por la administracion del extracto para todas las dosis en las
concentraciones 0.001 y 0.01uM. a.ll) Tabla donde se indica el numero de células para cada punto de las curvas. a.lll)
Tabla donde se muestra la significancia de cada punto con respecto a la curva DO (*: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p <
0.005). b) Grdfica donde se muestran las dosis mds bajas del extracto, D0.003 que tuvo un aumento significativo del
porcentaje de inhibicion con las concentraciones 0.001 y 0.01uM de 5-HTy DO0.01 cuya diferencia significativa con
respecto al porcentaje de reduccion de la DO fue para las concentraciones 0.001, 0.01 y 0.1 y con tendencia a ser mayor
también para las concentraciones restantes. c) Se trazan las curvas dosis-respuesta de 5-HT para las mayores dosis del
extracto D0.03 y D0.3 con diferencias significativas para las concentraciones 0.001 y 0.01 uM de 5-HT y también se
denota que el efecto sobre el porcentaje de reduccion tiene un “retorno” hacia el efecto control si se toma como
referencia la D0.01. d) Curvas dosis-respuesta que corresponden a la dosis menor D0.003 y mayor DO.3 con respecto a

DO, con tendencia a ser similares en cuanto a efectos. e) Tendencia de efectos similares en las dosis centrales D0.01 y
DO0.03.



Para el caso del EE también se observaron efectos para cada concentracién de 5-HT, los cuales se
muestran en la (Figura 38), éstos se dividieron para su mejor visualizacidn en tres grupos de acuerdo a

su comportamiento (Figura 38 b, cy d).
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Figura 37. Grdficas del comportamiento para cada concentracion de 5-HT con respecto al aumento de dosis del extracto
correspondiente al EE, donde, en a) se representan las curvas correspondientes a todas las concentraciones, a partir de la cual
se identificaron tres efectos. (b) Trazado de las concentraciones menores de 5-HT 0.001 y 0.01uM que reflejan una ligera
tendencia de incremento en el efecto en la primera dosis D0.003 con respecto al DO y que se estabiliza para las dosis mayores.
¢) Curvas de las concentraciones 0.1, 1 y 10 uM de 5-HT donde se denota que las tres concentraciones mantienen la misma
forma, con una inflexion que corresponde a la D0.003 y en las curvas de 0.1 y 1uM de 5-HT. Finalmente, en (d) se representa el
comportamiento para 30uM de 5-HT donde, en general, el efecto es estable con una ligera inflexion para la DO.01.
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A su vez, se unificaron los dos efectos mencionados previamente, es decir, tanto la dosis-respuesta a
5-HT para cada dosis, asi como el comportamiento que mostré cada concentracidn, en una grafica de
tres dimensiones (Figura 39) y a la cual se le realizaron particiones de las dos “vistas” de forma similar

a las realizadas en las graficas de dos dimensiones (anexo ).
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Figura 38. Grdfica en tres dimensiones del efecto del porcentaje de reduccion en el EE causado por 5-HT sobre la Inwvipa,
en las dosis del extracto de P. cubensis probadas, es decir, el porcentaje de reduccion con respecto a la concentracion

de 5-HT y con respecto a la dosis del extracto.
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Asimismo, se analizo la relacion EE/P (Figura 40), que se muestra graficamente en la figura, evaluado
mediante una ANOVA tipo Ill de dos vias contra p < 0.05, la que sélo arrojé diferencias significativas
para el factor dosis del extracto (F= 4.0549, p = 0.003442) no asi entre las concentraciones de 5-HT (F
= 0.2588 y p = 0.934997) ni para la interaccidn entre estos factores (F= 1.2506 y p = 0.215939), en
correspondencia a las dos caracteristicas anteriores, también se realizd la grafica con respecto a cada
concentracién de 5-HT (Figura 40) asi como su divisidn por concentraciones (Figura 41 b, cy d).
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Figura 39. Grdfica del porcentaje de reduccién para la relacion EE/P. Sélo se obtuvieron diferencias significativas para

los puntos de 0.1uM de 5-HT en la D0.3 y para la concentracion de 10 uM de 5-HT para las D0.01 y D0.3 con respecto al
control DO.
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Figura 40. Grdficas del comportamiento para cada concentracion de 5-HT con respecto al aumento de dosis del extracto
correspondiente a la relacién EE/P, donde, en a) se representan las curvas correspondientes a todas las concentraciones,
a partir de la cual se identificé una tendencia a tres efectos, primero para las concentraciones 0.001 y 0.01uM de 5-
HT(b), a continuacién, para 0.1, 1y 10uM (c) y finalmente para la concentracion de 30uM de 5-HT (d).
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Aunado a lo anterior, se muestra la grafica en tres dimensiones de la relacién EE/P (Figura 42), donde
se muestra de forma global el comportamiento de esta caracteristica para sus dos factores (dosis del

extracto y concentraciones de 5-HT).
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Figura 41. Grdfica en tres dimensiones del efecto del porcentaje de reduccion en la relacién EE/P causado por 5-HT sobre
la Invpa, en las dosis del extracto de P. cubensis probadas, que representa de forma simultdnea los resultados obtenidos
sobre el porcentaje de inhibicion con respecto a la concentracion de 5-HT y con respecto a la dosis del extracto. No se

obtuvo diferencia significativa para ninguno de los factores.
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Finalmente, se analizé la Tau con respecto a su porcentaje de reduccidn para cada concentracion de 5-
HT en las dosis probadas (Figura 43), a la que, como en los casos anteriores, se le realizé6 una ANOVA
tipo Ill de dos vias (p < 0.05), la que denoté diferencias significativas para el factor dosis del extracto
(F=4.1241, p = 0.0030698) no asi entre las concentraciones de 5-HT (F = 0.8452 y p = 0.5190651), sin
embargo, si lo fue para la interaccion entre estos factores (F= 2.5757 y p = 0.0004206).
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Figura 42. Grdfica para el porcentaje de reduccion sobre la Invpa causado por 5-HT en Tau. Sélo se obtuvo diferencia
significativa para D0.003 en las concentraciones 0.1y 10 de 5-HT y para para D0.03 en las concentraciones 0.001 y 0.01
de 5-HT.
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Aunado a lo anterior, se muestra la representaciéon grafica con respecto a cada concentracién de 5-HT
y su divisidn correspondiente (Figura 44).
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Figura 43. Grdficas del comportamiento para cada concentracion de 5-HT con respecto al aumento de dosis del extracto
correspondiente a Tau, donde, en a) se representan las curvas correspondientes a todas las concentraciones de 5-HT
utilizadas, a partir de la cual se identificé una tendencia a tres efectos, primero para las concentraciones 0.001 y 0.01uM
de 5-HT(b), a continuacion, para 0.1, 1y 10uM de 5-HT (c) y finalmente para la concentracion de 30uM de 5-HT (d).
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Y como ultima parte, se realizd la gréfica correspondiente en tres dimensiones para Tau (Figura
45jError! No se encuentra el origen de la referencia.) donde, como en los casos anteriores, se pueden
visualizar de forma global los efectos mostrados previamente, no resalta algun efecto ya que no se

obtuvieron diferencias significativas.
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Figura 44. Grdfica en tres dimensiones del efecto del porcentaje de reduccion con respecto a Tau causado por 5-HT sobre
la Invpa, en las dosis del extracto de P. cubensis probadas, que representa de forma simultdnea los resultados obtenidos
sobre el porcentaje de inhibicion con respecto a la concentracion de 5-HT y con respecto a la dosis del extracto. No se

obtuvo diferencia significativa para ninguno de los factores.
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8 Discusion

Ya que el objetivo de este proyecto fue caracterizar el efecto de la administracién del extracto
metandlico de Psilocybe cubensis sobre la Inmpa Y su modulacién serotoninérgica en la CPF, primero era
necesario saber que nuestro extracto estaba llegando al SNC y era capaz de generar una respuesta en
él. Por tal motivo, se utilizé la respuesta WDS, ya que en concordancia con lo descrito segln por Bedard
& Pycock (1977), Canal & Morgan (2012) y Halberstadt & Geyer (2011, 2013) esta respuesta sélo se
presenta por la activacion del receptor 5-HT,a en SNC por agonistas alucinégenos por la via de las B-
arrestinas (Gonzalez-Maeso et al., 2003; Gonzalez-Maeso & Sealfon, 2009), por lo que todos los
equipos de trabajo mencionados la utilizan como marcador de la respuesta en los roedores a la

administracién de alucinégenos.

Se han realizado algunas investigaciones para identificar el contenido de triptaminas alucinégenas en
extractos metandlicos de algunos ejemplares de hongos psilocibicos, entre las que destacan Zhuk
(2015) y Matsushima (2009) quienes describieron y cuantificaron mediante cromatografia la presencia
de las triptaminas alucindgenas baeocistina, norbaeocistina, aeruginascina, psilocibina y psilocina

(descritas en la seccion 1.1.1.1.1.1).

Ademas, Zhuk (2015) realizé un estudio toxicolégico, donde compard el extracto metandlico de Ph.
cyanopus y P. semilanceata contra psilocina pura y obtuvo resultados similares para la respuesta HT,
DEso y DLso (Ph. cyanopus: 316.87 + 1.63; P. semilanceata 324.37 + 2.04; y psilocina 293.07 £ 1.02), ya
que pese a que puede haber una cantidad menor de psilocina en el extracto, ella reporta que las otras
triptaminas alucinégenas pueden tener un efecto sinérgico y, por lo tanto, contribuir a que los efectos
del fdrmaco puro contra los extractos sean similares, sin embargo, no podemos descartar algun efecto
completamente alterno que pueda ser generado por algun otro compuesto presente en el extracto

metandlico de P. cubensis utilizado.

Con base en lo anterior, se eligid el rango desde la D0.003 hasta la DO.3 de acuerdo a las dosis
consideradas en la literatura como baja y alta. Es preciso mencionar que Zhuk (2015), Fantegrossi
(2010; 2008), Pranzatelli (1990) y Wettstein(1999), denotan un comportamiento con forma de
campana o bifasico dosis-dependiente para el conteo de respuesta WDS. Con respecto a nuestros

resultados, se observd una tendencia hacia esta forma, a pesar de no existir diferencias



estadisticamente significativas. Cabe aclarar que los estudios mencionados han utilizado tanto extracto
metandlico de Psilocybe spp, psilocina, DOl y 25CN-NBOH, es decir, diferentes compuestos

alucinégenos.

Una vez obtenido el rango adecuado de dosis del extracto, y bajo la consideracion de que la respuesta
WDS se correlaciona con la accidn de las triptaminas alucinégenas contenidas en el extracto metandlico
en el SNC, se procediod a evaluar si el efecto del extracto era capaz de afectar la Iympa de una manera

detectable 24 horas después de la administracidén de este.

Es sabido, a través de estudios de imagenologia realizados por los equipos de Vollenweider (1997
1998), Gouzouliz-Mayfrank (1999) y Carhart-Harris (2017), que el efecto generado por psilocina
produce “hiperfrontalidad”, es decir, un aumento de la actividad en regiones frontales del SNC entre
las que destaca la CPF. Ademas, se ha reportado también que los alucinégenos aumentan la liberacion
de glutamato en la misma drea antes resaltada (Andrade, 2011; Béique etal., 2004, 2007).
Traduciéndose la relacion de ambos fendmenos en un aumento de la excitabilidad del area (D. E.
Nichols et al., 2017; Stein et al., 2005; Tagliazucchi et al., 2014). No obstante, estos estudios se han
realizado siempre durante el efecto de los farmacos, por lo cual en este estudio se planted analizar
como estos afectaban la excitabilidad tras alcanzar el extracto concentraciones suficientemente bajas
para ya no provocar efectos perceptibles (Hasler et al., 1997; Passie et al., 2002b) es decir, cudles
efectos compensatorios o perturbaciones prevalecen tras este lapso (Arora & Meltzer, 1991;

Vogelgesang et al., 2017).

Con estos antecedentes, se eligio la Iwvmpa debido a su participacidn en los procesos de excitabilidad de
una célula nerviosa y a las neuronas piramidales de la CPF dada la alta expresién del receptor NMDA y

por ser las principales protagonistas en los procesos antes mencionados.

Por tanto, a modo de caracterizar la Invpa Se realizé una curva dosis-respuesta a NMDA para cada una
de las dosis del extracto elegidas, analizdndose Pico, EE, EE/P y Tau. Cabe recordar que, tanto para el
Pico como para el EE, se utilizd6 como unidad la relaciéon entre la amplitud de la corriente y la
capacitancia de la célula (densidad de corriente), lo cual permite que un cambio en este valor nos dé

una idea de los cambios en el nivel de expresidn o sensibilidad de los receptores en la superficie de la



célula (Cottrell et al., 2000), si consideramos semejante la cantidad de corriente que atraviesa por cada

uno de estos.

No obstante, no debemos perder de vista que otra posibilidad de estos cambios es justamente una
alteracién en el flujo de la corriente. De tal modo, al analizar la bateria de curvas dosis-respuesta para
las dosis probadas del extracto metandlico, tanto en el dmbito del Pico como del EE se observd una
disminucién de la densidad de corriente, la cual era cada vez mds notoria con respecto al aumento en
la concentracion de NMDA, estando esta disminucién presente en las curvas dosis-respuesta para todas

las dosis del extracto, en diferente proporcion.

Como previamente se dijo, el cambio en la densidad de corriente nos da una idea de la expresion del
receptor, por lo cual la disminucién en la densidad de corriente observada, pueden estar relacionada
con fendmenos de autorregulacion en respuesta al alto grado de excitabilidad de la CPF que sucedio
24 horas antes, fendmenos similares a los postulados por Meyer (2012) quién menciona, que el
receptor NMDA, una vez que el nivel de excitabilidad supera otros medios de regulacién, responde
autorregulandose. Dentro de este estudio, los resultados para las caracteristicas de EE/P y Tau no
mostraron cambios significativos, lo cual sugiere, que a pesar de la disminucién de la amplitud del Pico
y EE de la Invoa, l1a proporcion de los subtipos de receptores de NMDA en la poblacién total, asi como

su participacién en la cinética de la corriente no fueron alteradas (Groc et al., 2006).

Por otra parte, al graficar estos datos en relacidn a las dosis del extracto metandélico se pudo observar
una respuesta en forma de campana invertida con la menor densidad de corriente encontrada entre
las D0.03 y DO.1 que concuerda con la dosis en que se presenta el mayor numero de WDS (D0.03), lo
cual nos habla, con base en lo anteriormente expuesto, de la posibilidad de que la excitabilidad de la
CPF empiece a disminuir una vez superada un pico de efecto maximo de manera dosis-dependiente,
disminuyendo a su vez, las respuestas compensatorias a esta excitabilidad. Este hecho también podria
tener una correlacion con los efectos conductuales ya descritos anteriormente por Zhuk (2015),
Fantegrossi (2010; 2008), Pranzatelli (1990) y Wettstein(1999) donde hay una disminucién del nimero

de respuestas WDS con respecto la dosis aumenta.

Con respecto al ultimo objetivo, se evalud la modulacidn por 5-HT sobre la Invwpa para las dosis del

extracto de P.cubensis probadas, con el fin de saber si los receptores serotoninérgicos 5-HT2a/cy 5-HT1a



fueron alterados, debido a que, como ya ha sido ampliamente descrito por (Aghajanian & Marek, 1999;
Gonzalez-Maeso et al., 2007; David E Nichols, 1994; 2004, 2016), son el principal mecanismo de accidn
de los alucindgenos y que de acuerdo a lo descrito por Yuen (2008; 2005)., ejercen un papel modulador

en la excitabilidad de las neuronas piramidales al tener efectos reguladores sobre la Inmpa €n la CPF.

Ademas, existen diversos reportes que sefalan que estos receptores serotoninérgicos, tras la
activacion por agonistas alucinégenos pueden verse modificados por mecanismos de desensibilizacidn
e internalizacién descrito (Albert et al., 1996; Berg et al., 2001, 2005; Buckholtz et al., 1988b; Eison &
Mullins, 1995; Halberstadt, 2015).

Para lograr el ultimo objetivo mencionado primero se necesité tomar en cuenta que hubo un cambio
en la densidad de corriente de los receptores NMDA y dado que ya es sabido que el efecto
predominante de 5-HT sobre la Inmpa s inhibitorio, se decidié evaluar sélo el porcentaje de reduccion
de la corriente como una forma de controlar esta variable. Una vez establecido el modo de controlar
ésta variable se procedid a realizar una curva dosis-respuesta de 5-HT sobre la Iywpa para cada dosis del

extracto probada.

Por otra parte, dado que hasta ahora no existe un reporte en la literatura, de una curva dosis-respuesta
de la modulacién serotoninérgica sobre la Inmpa, por lo que primero era necesario caracterizar este

efecto en la dosis control DO para tener un punto de comparacion inicial.

Considerando que la concentracion de 1nM sélo seria capaz de activar los receptores 5-HTia, de
acuerdo a los valores de afinidad reportados en la bibliografia (Barnes & Sharp, 1999b), este fue el
punto de partida para el trazado de esta curva, para el cual se encontraron porcentajes de reducciéon
de ~3%. Posteriormente, se continud con un aumento de un orden de magnitud hasta 10uM ya que
para cada punto se encontraron diferentes efectos, y después de esto sélo se aumentd hasta 30 uM ya
gue, con base en lo reportado en la literatura esta es una concentracion saturante (Yuen, Jiang, Chen,
et al., 2005), ademas de que hasta este punto se cubria el rango de valores de afinidad reportados para
el receptor 5-HT,a/c, dado que, hasta la actualidad, no hay un consenso de este dato (Barnes & Sharp,

1999b; McKenna et al., 1990).



La curva obtenida de este modo, mostré diferentes componentes, lo que pudiera reflejar la
participacién de diferentes receptores serotoninérgicos que, aunque en menor densidad, estan
presentes en las neuronas piramidales de la CPF (Robin L Carhart-Harris et al., 2016, 2017; Griffiths
et al., 2016; Matsushima, Shirota, et al., 2009; Moreno et al., 2006) y pudieran estar participando en la
modulacién de la Inmpa. Es decir, a pesar de que sdlo se ha reportado la participacién de dos receptores
(5-HT1a vy 5-HT2a/c) en la modulacion de la Invpa, nuestros datos en condiciones control denotan, la
posible participacion de, al menos, un receptor serotoninérgico mas en dicha modulacién, sin embargo,

se requieren mas estudios para confirmar e identificar la identidad de éste.

Una vez obtenida la curva para las condiciones control (D0O), las neuronas de las ratas administradas
fueron expuestas a las mismas concentraciones de 5-HT utilizadas para la curva control, analizando a

cada corriente las mismas caracteristicas que para el objetivo anterior (Pico, EE, EE/P y Tau).

Con estos datos, tras haber sido analizados, se pudieron observar tres comportamientos distintos de la
reduccion de la INMDA causadas por 5-HT, los cuales son discernibles y agrupables por grupos de

concentracion de 5-HT.

En las concentraciones de 1 y 10nM se puede observar un aumento del porcentaje de inhibicién en la
Inmpa causada por 5-HT de forma dosis-dependiente del extracto, aumento de la inhibicion que alcanza
su maximo con la D0.03, efecto que se mantiene para las dosis mayores. Ya que este incremento en el
porcentaje de reduccién puede ser observado desde la dosis menor (D0.003), y las triptaminas tienen
la mayor afinidad por el receptor 5-HT»a/c, el cual cuenta con una CEsg de ~3nM a 5-HT, concentracién
en la cual se esta presentando este fendmeno descrito, postulamos la posibilidad de que el mismo se
deba a una desensibilizacién del receptor 5-HT,a en respuesta a la administracién del extracto realizada

24 horas antes.

Por otro lado, al analizar los efectos encontrados en el rango de 0.1 a 10 uM de 5-HT se puede observar
un aumento abrupto del porcentaje de inhibicidon de la INMDA para la D0.01 con respecto al control,
seguido de un decremento gradual hasta la “recuperacion” del porcentaje normal de inhibicion, con
una leve tendencia a valores menores de los originales. Cabe resaltar que, aunque este fendmeno aplica
a las tres concentraciones de 5-HT mencionadas, se observa en una mayor proporcidon para la

concentracién de 10 puM.



Este mismo rango (0.1, 1y 10 uM) de 5-HT, probablemente involucre la accién de, por lo menos, otro
receptor serotoninérgico como se menciond previamente al abordar la descripcién de la curva control,
ademads como consecuencia de la desensibilizacidon del receptor 5-HT2s, también ya mencionada,
pudieron ocurrir mecanismos compensatorios en los niveles de expresién de estos receptores
(Goodfellow et al., 2012) en proporcion a las dosis del extracto, motivo por el cudl su participacidén en

la modulacién de la Invpa €s notoriamente mas abrupta.

Por otro lado, se ha reportado que los receptores 5-HT, tienen efectos duales en las neuronas
GABAérgicas de la CPF, es decir, pueden mejorar o disminuir la respuesta inhibitoria de éstas células
en correspondencia a su estado funcional basal (Cai et al., 2002), por lo que es posible aventurase a
conjeturar que podria estar ocurriendo en este caso un proceso similar en las neuronas piramidales,

que produzcan el fendmeno observado.

Por ultimo, se observd un tercer comportamiento para la ultima la ultima fase de la curva (30 uM) el
cual difiere de los dos efectos explicados previamente. Esta concentracion se mantiene practicamente
sin cambio ante el aumento de las dosis del extracto, por excepcidn de la dosis mas alta (D0.3), lo cual
puede ser producto de la sumacidn de los fendmenos antes citados, ya que, como se menciond al inicio

esta es una concentracién de 5-HT considerada como saturante.

Catlow (2013, 2016) evalud la neurogénesis utilizando psilocina y la feniletilamina 251-NBMeO donde
encontré un efecto bifasico con psilocina, es decir, a dosis bajas hubo aumento de neurogénesis y dosis
altas de psilocina encontré disminucion de ésta. Nuestros resultados, de alguna forma también
reflejaron este efecto bifdsico donde con dosis bajas encontramos un amuento en el porcentaje de
inhibicidn causado por 5-HT sobre la Inmpa Y con la dosis mas alta (D0.3) encontramos incluso una ligera

potenciacion de la Inmpa al co-aplicar serotonina,

En cuanto a las curvas-dosis respuesta en forma de campana, se ha descrito por Kasai (1998) y Szomolay
& Shahrezaei (2012) que esta morfologia se debe a la participacion de diversos receptores, hecho que
da soporte a lo previamente expuesto. De forma adicional, es preciso recordar que utilizamos un
extracto metandlico del hongo en el que aunado a las triptaminas alucinégenas (psilocina y psilocibina)
que se confirmaron (apartado 5.1.1) pueden estar presentes diversos compuestos polares

alucinogénicos o no alucinogénicos y estar ejerceciendo algun papel en nuestros resultados globales.



Y, en relacidn a estas investigaciones, particularmente 5-HT,a/c tienen efectos contrarios al subtipo 5-
HT1a, por lo que es mas factible alin encontrar estos efectos bifasicos o contrarios.

En resumen, proponemos que el nivel de excitabilidad de las células piramidales corresponde a la
proporcién de la activacidon de los receptores 5-HTzacy 5-HTia, cuyo papel principal es regular este
aumento de excitabilidad. La respuesta WDS fue el marcador de la proporcion de activacion de los
receptores serotoninérgicos 5-HTaa/c, es decir, ya que los primeros receptores en activarse, debido a la
alta afinidad que tienen por las triptaminas alucindgenas contenidas en el extracto, son los 5-HT2a/c, la
proporcién de la poblacidén de estos receptores que se activan tiene correspondencia al aumento de
dosis del extracto, hasta que se alcanza una dosis que es capaz de activar toda la poblaciéon de
receptores 5-HT2a/c, en funcidon de que la activacion de estos receptores por compuestos alucindgenos
descritos por Andrade (2011) y Halberstadt (2015) es facilitar la excitabilidad de las neuronas
piramidales y entonces esto podria correlacionarse, con el maximo aumento de excitabilidad de las

neuronas (Zhong et al., 2008) causado por las triptaminas contenidas en el extracto.

La Inmpa a las 24 horas disminuyd para las dosis bajas del extracto, asimismo encontramos que la
modulacién por 5-HT de la Inmpa reflejé un aumento significativo del porcentaje de inhibicién de la
corriente. Es notorio el efecto que se alcanza a este punto de efecto maximo, tanto para el conteo de

WDS, el cambio en la densidad de corriente de NMDA y el porcentaje de reduccién por 5-HT de Inmpa.

Es posible que a este nivel se aumente la proporcidn de activacién de los receptores 5-HT1,, los cuales
necesitan una concentracién mayor de extracto debido a la menor afinidad que tienen por las
triptaminas, esto les permite regular el aumento de excitabilidad causada por la activacion de los
receptores 5-HT2a/c, que, como resultado de su activacidon sostenida experimentan cambios en su
estado basal de activacion y/o expresidn (por procesos de desensibilizacidn e internalizacién), por lo
que después de llegar a un punto maximo ésta tiende a disminuir conforme la dosis administrada es
aun mayor. Este hecho se denotd con la curva dosis-respuesta WDS que mostré una tendencia no
significativa a la disminucion del conteo (forma de campana), y cuya respuesta neuronal 24 horas
después mostrd una menor disminucion de la excitabilidad, que se denota con una decremento de la
densidad de Iympa para la dosis mayor del extracto, similar al encontrado en la dosis mas baja (forma
de campana invertida de la curva dosis respuesta NMDA) y también con un menor porcentaje de

inhibicidn causado por 5-HT de la Inmpa con respecto al resultante para las dosis centrales del extracto.



Ademas, hay que tener en cuenta que puede haber (M. V. Puig & Gulledge, 2011) otros receptores
serotoninérgicos que se expresan en las neuronas piramidales que, aunque en baja densidad, también
participan en la modulacién de la Iwwpoa Y que proponemos pueden compensar la accién de los

principales receptores tras su alteracion.

Como ultimo punto, queremos resaltar el hecho de que nuestros resultados son una primera
aproximacién general a los efectos que se generan 24 horas después de la administracion del extracto
metandlico de P. cubensis, que contiene, entre diversos compuestos mas, psilocina y psilocibina.
Ademas de que no existen en la literatura, hasta ahora, trabajos que hayan realizado algun analisis
cercano. Después de esta primera aproximacion, es necesario caracterizar de forma especifica los

efectos que proponemos se deben a los diferentes subtipos de receptores serotoninérgicos.

Finalmente, nos aventuramos a proponer una correlacion de nuestros resultados con las teorias que se
han propuesto de forma reciente (Robin Lester Carhart-Harris et al., 2014; Lebedev et al., 2016; David
E. Nichols et al., 2017; Tagliazucchi et al., 2014, 2016)), las cuales hacen referencia a que después de
perturbaciones que alteran el estado funcional basal del sistema, éste tiende a re-establecerse e incluso
“re-iniciarse”. Ya que en algunos trastornos mentales podria considerarse que el estado funcional basal
del sistema estd alterado (con respecto a los estados funcionales de las neuronas, como up y down (Cai
et al., 2002) y/o las relaciones intra e inter-estructurales), esto podria dar indicios de la via por la que
los compuestos alucindgenos efectlien sus acciones terapéuticas, aunado a los cambios tanto en los

niveles de expresion de los receptores como la liberacidn de neurotransmisores.



9 Conclusiones

Se pudo observar y realizar un conteo de la respuesta WDS en funcidon de la administracion
intraperitoneal de las dosis 0.003, 0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 mg/kg de peso del extracto metandlico de P.

cubensis.

La curva dosis-respuesta NMDA mostré cambios en la densidad de corriente sin manifestar cambios
significativos en la CEso, constante de desensibilizacidn y la proporcién de estado estacionario con el
pico de la corriente. Proponemos que se debe a una posible diminucion de la cantidad de receptores a

NMDA pero sin alterar las subunidades que los componen.

La modulacién por serotonina sobre la Iympa mostrd variabilidad en el porcentaje de reduccion,
proponemos que pudo haber una alteracion (desensibilizacién o internalizacion) de los subtipos de

receptores serotoninérgicos, principalmente los 5-HT2a/c y 5-HT1a.

Después de 24 horas de la administracién intraperitoneal del extracto metanélico de Psilocybe cubensis
produce un cambio en la corriente activada por NMDA y en el porcentaje de inhibicion modulada por
serotonina sobre dicha corriente (Inmpa) €n neuronas piramidales agudamente disociadas de la corteza

prefrontal de la rata.
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llustracion 2. Particion de grdfica global en tres dimensiones de la amplitud del Pico, con respecto a las dosis del extracto
de P.cubensis probadas.
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12 Anexo ll

Amplitud del Estado Estacionario

= Control

& 0.003 mg/Kg
—4—0.01 mg/Kg

v 0.03 mg/Kg

+ 0.3 mg/Kg

llustracion 3. Particion de grdfica global en tres dimensiones de la amplitud del Pico, con respecto a la concentracion de 5-HT.
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llustracion 4. Particion de grdfica global en tres dimensiones de la amplitud del EE, con respecto a las dosis del extracto de
P.cubensis probadas.
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